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Sommaire
L’arthrose est caractérisée par une dégradation du cartilage, une sclérose de
l’os sous-chondral et inflammation de la membrane synoviale. Cette membrane
produit des médiateurs pro-nftarnmatoires (IL-l f3 et TNfa). Ces cytokines accentuent
les lésions cartilagineuses et stimulent la production de différents médiateurs
lipidiques (prostaglandines et leucotriènes) synthétisés respectivement par les
cyclooxygénases (COX) et la 5-lipoxygénase (5-LO). Il a été suggéré que l’inhibition
des COXs par les AfNS (anti-inflammatoire non-stéroïdien) provoque un «shunt >
vers la voie de la 5-LO, responsable des effets secondaires des ANS.
Le but de notre travail était d’étudier les mécanismes biologiques et
moléculaires impliqués dans la production des PGE2 et du LTB4 au sein de la
membrane synoviale et de confirmer le phénomène du « shunt» dans cette dernière.
Nous avons étudié le mécanisme régulant la synthèse des PGE2 et du LTB4 en
utilisant le naproxen (inhibiteur non-sélectif des COX), la Licofelone (inhibiteur
mixte des COX et de la 5-LO) et le NDGA, un inhibiteur des lipoxygénases (LO).
Le naproxen cause une augmentation de la synthèse de LTB4
comparativement au contrôle, démontrant le « shunt» de la voie des COXs vers la 5-
LO. Ce phénomène peut être partiellement renversé par l’ajout de PGE2 exogène. En
stimulant avec le LPS, la Licofelone et le NDGA diminuent la synthèse de L134.
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Dans des conditions basales, la Licofelone (et non le naproxen) diminue la synthèse
de LXA4, une molécule avec des effets anti-inflammatoires. Aussi, le ratio
LTB4/LXA4 est augmenté avec le naproxen (favorisant l’inflammation), mais pas
avec la Licofelone.
Lors de notre étude nous avons démontré la présence d’un shunt entre la voie
des COX vers celle de la 5-LO. Nous avons également démontré que les PGE2
régulent la synthèse du LTB4 et que le ratio LTB4/LXA4 est augmenté par le
naproxen, mais non par la Licofelone. Par conséquent, en inhibant les COX et la 5-
LO, la Licofelone peut favoriser la résolution de l’inflammation dans l’arthrose.












Osteoarthritis is characterized by a degradation of the cartilage, a scierosis of
the subchondral bone and an inflammation of the synovium. The synovium produces
pro-inflammatory mediators (IL-1 F3 and TNFa). These cytokines increase the lesions
on the cartilage and stimulate the synthesis of different lipid mediators
(prostaglandins and leukotrienes) produced respectively by the cyclooxygenases
(COX) and the 5-lipoxygenase (5-LO). It bas been suggested that the inhibition of
COX by NSAIDs (non-steroid anti-inflammatory drug) may lead to a shunt toward
the 5-LO pathway, which could be responsible for the side effects ofN$AIDs.
The aim of our work was to study the biological and molecular mechanisms
implicated in the production of PGE2 and LTB4 in the synovium and to confirm the
shunt in this tissue.
Therefore, we investigated the mechanisms of regulation of PGE2 and LTB4
synthesis with different naproxens (non-selective inhibitor of the COXs); Licofelone
(dual inhibitor of the COXs and the 5-LO) and the NDGA, an inhibitor of the
lipoxygenases (LO).
In the presence of naproxen there is an increase in production of LTB4
compared with the control demonstrating a shunt from the COX to the 5-LO pathway.
This shunt can be partially reversed by the addition of exogenous PGE2. Under
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stimulation with LPS, Licofelone and NDGA reduce the production of LTB4. In
basal conditions. Licofelone inhibited LXA4 production (which has anti
inflammatory properties). Under the same conditions naproxen failed to inhibit LXA4
production. In addition, the ratio of LTB4/LXA4 with naproxen was increased
(favouring the inflammatory process), whule this was flot observed in Licofelone.
Our studies have demonstrated the shunt from the COX pathway toward the 5-
LO pathway. We have also demonstraed that the PGE2 can regulate the synthesis of
the LTB4 and that the LTB4/LXA4 ratio is increased by the naproxen while
Licofelone didn’t. Thus, inhibiting the COXs and the 5-LO pathway, the Licofelone
can favor the inflammation in osteoarthritis.
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1INTRODUCTION
1. L’ARTHROSE
L’arthrose est l’arthropathie la plus courante qui touche les articulations (Yuan
et aÏ., 2004; Satku, 2003; Simon, 1999b; Sharma, 2003; Espallargues et Pons ban,
2003). C’est une maladie débilitante qui peut toucher toutes les articulations
synoviales et plus particulièrement celles des membres inférieurs les articulations
des genoux et des hanches (Mollenhauer et Erdmann, 2002; Shieh et Athanasiou,
2002; $imonet, 2002). Il s’agit également d’une pathologie sournoise car elle
progresse lentement et souvent de façon asymptomatique. En effet, son évolution peut
s’étendre de quelques années à 20 ou 30 ans (Cole et Kuettner, 2002; Lohmander,
2000; Bailey et Mansell, 1997; Chevalier, 2000; Poole et aÏ., 2002; Muldrew, 2002;
Espallargues et Pons Joan, 2003). Évidemment, quand les patients atteints d’arthrose
en ressentent les premiers effets (ex t la douleur), la maladie est déjà dans un stade
avancé (Hinton et al., 2002). Cette douleur se manifeste généralement lors d’une
activité physique quelconque. Par contre, pour certaines personnes chez qui la
pathologie est très avancée, la douleur persiste même au repos. La douleur et la
dysfonction articulaire résultant de l’arthrose font en sorte qu’il y a une diminution de
la qualité de vie des patients. Ceci contribue à ce que ceux-ci aillent consulter puisque
leurs activités quotidiennes en sont affectées et qu’ils ne peuvent plus se déplacer
avec autant d’aisance. Ces patients se considèrent, d’une certaine manière, comme
infirmes (Hedbom et Hauselmann, 2002; Felson et aÏ., 2000; Jordan, 1999; Hurley,
2003; Teichtahl et al., 2003; Buckwalter et Mankin, 199$; Espallargues et Pons Joan,
2003; Martin et Buckwalter, 2001). De plus, le traitement de l’arthrose se fait cas par
cas parce que cette pathologie évolue de façon différente d’un individu à l’autre
(Lohmander, 2000).
2Li. PATHoPHYsoLoGIE
L’arthrose résulte d’évènements mécaniques et biologiques qui provoquent un
déséquilibre entre la synthèse et la dégradation de la matrice extracellulaire du
cartilage articulaire (par les chondrocytes), et de l’os sous-chondral (Cole et Kuettner,
2002; Chevalier, 199$). Tout au long de la maladie, nous assistons à une dégradation
du cartilage articulaire (ou cartilage hyalin), entraînant le développement de
fibrillations, de fissures et d’tilcérations. Cette dégénérescence fait en sorte qu’il y a
amincissement du cartilage qui se poursuit jusqu’à la perte totale de ce dernier
(Bailey et Mansell, 1997; Setton et aÏ., 1999; Jouzeau et al., 2000; Guincamp et aï.,
2000; van der Kraan et van den Berg, 2000; Martin et Buckwlater, 2002; fransen et
aï., 2002; Kerin et aÏ., 2002). Avec la perte du cartilage articulaire, il y a également la
perte de la fonction mécanique de ce dernier, qui consiste à assurer le mouvement
rapide de l’articulation sans friction (ou très peu) et sans douleur (Lohmander, 2000;
Setton et al., 1999; Buckwalter et Martin, 1996; McCarty et Koopman, 1993). Ces
événements font en sorte que tout mouvement de l’articulation atteinte devient
pénible lors de diverses activités sous l’effet de la douleur. Ceci fait de l’arthrose une
maladie incapacitante (Tsai et Tak, 2003).
Malgré le fait que l’arthrose soit caractérisée surtout par la dégradation du
cartilage, il n’en demeure pas moins que ce n’est pas le seul tissu touché. En effet,
cette pathologie touche un ensemble de tissus qui composent un organe qu’est
l’articulation (Sandeli et Aigner, 2001; Hedbom et Hauselmann, 2002; Mollenhauer
et Erdmann, 2002; Bailey et Mansell, 1997; Bjelle, 1994). Donc, parallèlement à la
dégénérescence cartilagineuse, il y a également un remodelage de l’os sous-chondral.
En effet, il y aune sclérose (épaississement) de l’os se trouvant juste sous le cartilage.
La densité de cette structure étant augmentée, il y aurait une accentuation des lésions
au niveau du cartilage. De plus, il y a également formation d’excroissances osseuses
(ou ostéophytes) sur les pourtours de l’articulation (Lohmander, 2000; Bailey et
Mansell, 1997; Chevalier, 199$; Poole, 1997). Au stade clinique de la pathologie, il y
3a aussi une inflammation de la membrane synoviale (MS), phénomène qui est
secondaire à l’arthrose (Guincamp et al., 2000). En effet, contrairement à l’arthrite
rhumatoïde, l’arthrose n’est pas une maladie inflammatoire (Hedbom et Hiuselmann,
2002; Goggs et al., 2003). L’inflammation est une conséquence de la pathologie.
Néanmoins, elle ne constitue pas seulement un symptôme de la maladie. Il a été
démontré que l’inflammation de la MS accentue les lésions au niveau du cartilage.
Elle est donc essentielle à la progression de l’arthrose (Hedbom et Hiuselmann,
2002). Évidemment, quand il y a inflammation, il y a: douleur, sensation de chaleur
au niveau de l’articulation atteinte, raideur, épanchement et enflure (Mollenhauer et
Erdmann, 2002; Chevalier, 1998). C’est pour ces raisons que les patients consultent.
Il se peut également que l’inflammation puisse s’étendre aux tissus articulaires
périphériques (Hinton et aÏ., 2002).
Bien qu’ils ne soient pas réellement impliqués dans l’arthrose, les tissus
articulaires périphériques (ligaments, capsule articulaire, muscles et nerfs) peuvent
toutefois s’affaiblir faisant en sorte que l’articulation devienne instable (Bailey et
Mansell, 1997; Hedbom et Hiuse1mann, 2002). En effet, une déchirure du ligament
ou du ménisque pourrait initier l’arthrose, et les évènements subséquents
s’enchaîneraient jusqu’à la destruction totale du cartilage (Setton et al., 1999).
Puisque la M$ est essentielle dans la progression de la pathologie et dans la
destruction du cartilage, il est important de détailler sa structure, sa composition et sa
physiologie.
1.1.1. LA MEMBRANE SYNOVIALE
1.1.1.1. STRucTuRE
La MS est un tissu bien vascularisé et bien innervé qui possède trois fonctions
importantes (Mapp et aÏ., 1990; Resnick et Niwayama, 1988). Dans un premier
temps, elle produit le liquide lubrifiant (fluide synovial) qui permet aux surfaces
4articulaires de bien glisser l’une sur l’autre. Ceci est permis grâce à la continuité (ou
tissage serré) de la membrane. Ceci assure la rétention du liquide synovial dans la
cavité articulaire (Edwards, 1994). La membrane permet également de retirer les
débris cellulaires et les particules de l’espace articulaire. Finalement, elle permet de
réparer les dommages causés à l’articulation. Ceci implique une production de
collagène et un remodelage qui sont effectués essentiellement par les synoviocytes de
type B (Fox et Kang, 1993).
La membrane est caractérisée par une matrice extracellulaire (MEC) qui, en
apparence, semble bien organisée et dans laquelle se trouvent les cellules synoviales
(Simkin, 1994). Ces cellules ne sont pas reliées par des jonctions intercellulaires
serrées (Henderson et Pettipher, 1985), bien qu’elles aient des prolongements de
membrane cytoplasmique qui, en se rejoignant, forment un réseau complexe.
Également, il n’est pas rare que ces cellules soient séparées par un espace de 1 à 2
mm (Dupuis et Leclaire, 1986; Simkin, 1994; Garnero et aÏ., 2000). Donc, malgré le
fait que la MS forme une couche compacte, elle n’est pas continue (Dijkgraaf et al.,
1996). La MS recouvre toute l’articulation à l’intérieur de la capsule fibreuse, à
l’exception du cartilage hyalin et des ménisques (Simkin, 1994). Cependant, lors du
mouvement de l’articulation, elle peut temporairement recouvrir le cartilage qui n’est
pas en contact avec le cartilage opposé (Simkin, 1993). Près de l’os, la membrane se
sépare de la capsule et s’étale sur le périoste (Dupuis et Leclaire, 1986).
Macroscopiquement, la MS semble être lisse et luisante. Cependant, elle possède des
microvillosités qui permettent l’extension de la membrane durant le mouvement
articulaire ou en réponse à un changement de pression intra-articulaire ($imkin, 1993;
Fox et Kang, 1993). Cette caractéristique lui permet de bien suivre les différents
mouvements de l’articulation (Simkin, 1993).
Il existe trois compartiments composant la membrane, soient: la couche
intimale, la couche sous-intimale (ou couche stromale) et un réseau de vaisseaux
sanguins microscopiques imbriqué dans les couches intimale et sous-intimale (figure
51) (Gamero et aÏ., 2000). Bien qu’ils s’agissent de compartiments distincts, ceux-ci
ne sont pas séparés physiquement par une membrane basale (Fox et Kang, 1993;
Garnero et al., 2000; Iwanaga et al., 2000). Cependant, il existe un genre de barrière
chimique qui limite la diffusion des facteurs de régulation entre les différents
compartiments (Walsh et al., 1993). Cette caractéristique et l’absence de jonction
intercellulaire font en sorte que le terme «membrane» est un peu inapproprié pour ce
tissu. Ce terme fait plutôt référence à l’épithélium qui possède des jonctions






La couche intimale est constituée de cellules synoviales éparpillées dans la
matrice extracellulaire lâche et n’est pas plus épaisse qu’une feuille de papier (Sledge
et aÏ., 2001; Simkin, 1994). Elle se retrouve entre la cavité articulaire et la couche
sous-intimale. La couche intimale possède une épaisseur d’environ 3 à 4 rangées de
cellules (soit environ 20 à 50 tm d’épaisseur) (Garnero et al., 2000; Edwards, 1994;
Pasquali-Ronchetti et al., 1992). Ces cellules ont une forme plutôt aplatie et allongée
(Barland et al., 1962). Cependant, il peut arriver qu’il n’y ait qu’une seule couche de
cellules, ou encore, que seule la MEC recouvre les tissus sous-jacents. C’est ce qu’il
©
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Figure 1: Représentation schématique de la membrane synoviale. (modifié de Simkin, 1994)
6est possible de voir au niveau des tendons et des ligaments (Bassleer et aÏ., 1982). La
couche intimale, et plus particulièrement sa MEC, pourrait avoir comme fonction la
régulation de l’homéostasie hydrique et le transport des protéines plasmatiques dans
le liquide synovial (Culty et aÏ., 1992). Cette couche est bien lubrifiée afin de glisser
librement sur les structures. Si ce n’était pas le cas, la MS pourrait se coincer entre les
cartilages opposés. Il en résulterait alors une hémorragie, qui de façon répétée,
pourrait provoquer un certain handicap (Simkin, 1993).
La couche sous-intimale (ou stromale) est celle qui est la plus profonde et qui
fait face à la capsule articulaire. Il s’agit d’une couche de tissu mésenchymateux
hétérogène d’épaisseur variable qui sépare la couche intimale de la capsule (Sledge et
al., 2001). Cette partie de la MS est constituée essentiellement de matrice
extracellulaire. En effet, elle comporte beaucoup moins de cellules que la couche
intimale (Dupuis et Leclaire, 1986). Aussi, la structure hétérogène de la couche sous
intimale peut varier dans une même articulation. Il est également possible que la
couche sous-intimale soit tellement mince que nous puissions seulement distinguer la
couche intimale (Resnick et Niwayama, 1988). Selon la composition de la couche
sous-intimale, la MS peut être de trois types aréolaire, fibreux ou adipeux.
La MS est un tissu richement vascularisé (Imhof et aÏ., 2002). La
vascularisation varie selon le type de MS et selon l’âge (Ghadially, 1983). Ce réseau
vasculaire joue trois rôles importants : premièrement il permet l’échange de soluté et
de gaz nécessaires pour la MS elle-même et pour le cartilage avasculaire.
Deuxièmement, cette vascularisation est essentielle pour la production du liquide
synovial. Puis troisièmement, elle permet de réguler la température de l’articulation
(Sledge et aÏ., 2001). Le réseau vasculaire de la MS est également caractérisé par des
anastomoses entre les vaisseaux sanguins de la couche sous-intimale et la capsule
articulaire, les tendons, les ligaments, le périoste et l’os adjacent (Hasselbacher,
1994). Dans la couche sous-intimale de la MS, les vaisseaux sanguins sont plus gros
et ont une paroi plus épaisse qui répond à des facteurs locaux tel l’histamine, ce qui
7permet la diapédèse des cellules. Dans la couche intimale superficielle, les vaisseaux
sanguins sont microscopiques et ont une paroi beaucoup plus mince de type fenêtré
(Allan et al., 1998; Dupuis et Leclaire, 1986). Cette caractéristique favorise les
échanges entre la M$ et le sang. Cependant, ces capillaires et leurs veinules post
capillaires n’assurent pas que les échanges entre la M$ et le sang. C’est à travers
ceux-ci que les cellules immunitaires et les cellules médiatrices de l’inflammation
arrivent (Hasselbacher, 1994).
La MS comporte également un système lymphatique (Wilkinson et Edwards,
1989; Rodnan et $chumacher, 1983; Stevens et al., 1991; Davies et Edwards, 1948).
Celui-ci permet de drainer l’excès de fluide, les protéines de haut poids moléculaire,
les petites particules et quelques cellules. Ce réseau lymphatique se trouve plus
profondément dans la couche sous-intimale et suit les artères et les veines (Garnero et
al., 2000; Hasselbacher, 1994).
La MS est innervée par des fibres sensorielles (innervation afférente). Celles-.
ci sont des fibres de type C qui sont minces et non-myélinisées. Ces fibres entourent
les vaisseaux sanguins et peuvent s’étendre dans la couche superficielle de la
membrane, soit la couche intimale. La M$ possède aussi des fibres dites efférentes
qui proviennent du système nerveux sympathique. Ce type de fibres suit également
les vaisseaux sanguins, mais cette fois-ci, plus profondément dans la MS. Ainsi, le
pincement de la MS donnerait lieu à une douleur. En effet, la MS est un tissu bien
innervé (Mapp et al., 1990).
1.1.1.2. CoMPosITIoN
La MS étant un tissu multicellulaire complexe, il est normal de faire la
lumière sur la composition cellulaire et la structure de la MEC de cette dernière.
$LES CELLULES
COUCHE INTIMALE
Dans un premier temps, la couche intimale de la membrane est constituée de
cellules qui ne sont pas réparties uniformément. En effet, celles-ci peuvent être
condensées en certains endroits alors qu’il n’y en a pratiquement pas en d’autres
endroits (Resnick et Niwayama, 1988). Parmi ces cellules nous avons les
synoviocytes de type A et de type B.
Les synoviocytes de type B, dérivés des fibroblastes spécialisés du
mésenchyme (Imhof et al., 2002; Buckwalter et Martin, 1996; Edwards et
Willoughby, 1982), constituent environ 70-80% des cellules de la couche intimale.
Celles-ci se trouvent un peu plus profondément que les cellules de type A (Graabaek,
1982; Okada et aÏ., 1981; Iwanaga et aÏ., 2000). Il arrive aussi que les cellules de type
B se retrouvent dans la couche sous-intimale (Edwards, 2000). Ces cellules possèdent
les caractéristiques des fibroblastes du tissu conjonctif (fox et Kang, 1993). Elles ont
de nombreuses vacuoles et une grande quantité de filopodes. Elles ont également un
gros noyau, peu de cytoplasme, un appareil de Golgi bien développé et un réticulum
endoplasmique rugueux très apparent (Resnick et Niwayama, 1988; fox et Kang,
1993; Ghadially, 1983; Iwanaga et aÏ., 2000). Elles possèdent aussi des granules de
sécrétion (Okada et al., 198 la). Ces structures sont caractéristiques d’une cellule
ayant une capacité synthétique importante. Une autre chose intéressante à propos de
ces cellules est la présence de prolongements cytoplasmiques. Ces prolongements
varient en forme et en longueur et se rendent jusqu’à la surface de la MS (du côté de
la cavité articulaire). Ceci pourrait démontrer l’importance de ces cellules dans la
production et la sécrétion de protéines et autres substances dans la cavité articulaire
(Iwanaga et al., 2000).
9Les cellules de type B possèdent plusieurs fonctions. En effet, ce sont elles qui
fournissent les nutriments au cartilage en produisant le liquide synovial. Elles
assurent également la synthèse de la MEC de la MS et de plusieurs récepteurs
d’adhésion à leur surface pour s’ancrer à la MEC (Aidinis et aÏ., 2003). En effet, les
cellules de type B de la couche intimale produisent et sécrètent, entre autre, de
grandes quantités de hyaluronate qui est un constituant de la matrice interstitielle
(Konttinen et al., 2001; Edwards et Willoughby, 1982). Ce produit régule les
interactions cellules-cellules et cellules-matrice, mais surtout joue un rôle essentiel
dans la lubrification de l’articulation (Sledge et aÏ., 2001). Les synoviocytes de type
B produisent également la lubricine qui, avec le hyaluronate, assure également la
lubrification des articulations (Swann et aÏ., 1974).
Les synoviocytes de type A ressemblent à des macrophages. (Edwards et
Willoughby, 1982). Ceux-ci constituent environ 20 à 30% des cellules de la couche
intimale et se trouvent à la surface de la MS (du côté luminal) (Graabaek, 1982;
Okada et aÏ., 1981; Iwanaga et aÏ., 2000). Ces cellules sont dérivées de monocytes de
la moelle osseuse (Tmhof et aÏ., 2002; Buckwalter et Martin, 1996; Edwards et
Willoughby, 1982). Un fait pouvant appuyer ceci est que ces cellules se retrouvent
beaucoup autour des capillaires sanguins (Iwanaga et aÏ., 2000). Ce type de cellules a
également été retrouvé dans le liquide synovial. En effet, celles-ci peuvent migrer
dans la cavité articulaire (Curtiss, 1964). Les cellules de type A contiennent tout
l’appareillage nécessaire pour la phagocytose, soient entre autre: beaucoup de
lysosomes (Southwick et Bensch, 1971), des vacuoles, un appareil de Golgi bien
développé, un réticulum endoplasmique rugueux plutôt rudimentaire (Shannon et
Graham, 1971) et des filopodes qui entoureront les particules à phagocyter
(Schumacher et al., 1993; Henderson et Edwards, 1987; Ghadially, 1983).
Les cellules de type A seraient impliquées dans le retrait des particules et des
débris cellulaires de la cavité articulaire en les phagocytant et en les dégradant (Allan
et aÏ., 1998). Contrairement aux cellules de type 3, celles de type A vont dégrader le
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hyaluronate (Culty et al., 1992). Le retrait des particules hors de l’articulation
pourrait contribuer à la modification du contenu en protéines du liquide synovial par
les cellules macrophagiques (type A) (Henderson et Edwards, 1927; Ghadially, 1983;
Iwanaga et al., 2000). Les substances qui ont été phagocytées sont par la suite
acheminées vers les vaisseaux lymphatiques par les cellules de type A pour être
éliminées de l’articulation de façon définitive (Itonaga et aÏ., 1997).
Il existerait également un troisième type de cellules synoviales (cellules de type
C) dont la défénition ne fait pas encore l’unanimité (Allan et al., 1998; Graabaek,
1982, 1984).
COUCHE SOUS-INTIMALE
Dans la couche sous-intimale, nous retrouvons surtout des fibroblastes. Ces
cellules se situent essentiellement juste sous la couche intimale et aux pourtours des
vaisseaux sanguins. Elles ont des peptidases à leur surface qui contribuent à la
compartimentalisation fonctionnelle des systèmes régulateurs de peptides dans le
tissu (Mapp et al., 1992). Cette couche contient également des macrophages et des
mastocytes (Henderson et Edwards, 1987).
AUTRES CELLULES
Il y a également d’autres cellules présentes dans la MS. En effet, nous pouvons
y retrouver des cellules avec une configuration dendritique, et parfois, quelques
cellules blanches (cellules sanguines) (Schumacher et ctl., 1993).
LA MATRICE EXTRACELLULAIRE
Parmi les constituants de la matrice nous retrouvons principalement le
collagène sous forme de fibres libres, le hyaluronate qui a une grande importance
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dans l’intégrité de la couche intimale (Pittsillides et aÏ., 1995) et la chondroïtine
sulfate (Edwards, 1994), les deux derniers étant composés d’un protéoglycane
combiné à un glycosaminoglycane qui existent également séparément dans la MEC.
La matrice contient aussi d’autres molécules comme des protéoglycanes de faible
poids moléculaire (Hasselbacher, 1994), des glycoprotéines (ex fibronectine, en
grande quantité) (Garnero et aÏ., 2000; Henderson et Edwards, 1987; Iwanaga et al.,
2000; Konttinen et aÏ., 2001), ainsi que des molécules d’adhésion telles la
fibronectine et la sélectine (Fox et Kang, 1993).
COUCHE INTIMALE
La MEC de la M$ se compose de nombreux constituants qui sont produits et
sécrétés par les cellules de type B de la couche intimale. Cette couche est composée
d’une matrice avec une ultrastructure amorphe (ou finement fibrillaire) (Ghadially,
1978). La MEC de la couche intimale contient moins de collagène que la couche
sous-intimale (Ghadially, 1983; Henderson et Edwards, 1987). Parmi les types de
collagène que nous y retrouvons, notons le collagène de type III qui est plus abondant
que celui de type I (Ashhurst et aÏ., 1991; Okada et aÏ., 1990). Le collagène de type
III joue un rôle, avec la fibronectine, dans l’adhésion des cellules et la signalisation
cellulaire. Il est également important dans la structure et la fonction du tissu
conjonctif. Le collagène de type VI est également abondant dans la couche intimale.
Ce dernier se lie au hyaluronate et à la fibronectine et serait important dans le
maintien de l’intégrité structurale de la MS (Garnero et al., 2000). Nous retrouvons
également du collagène de type IV dans la MS bien qu’il soit plus courant d’en voir
dans la membrane basale (Jiisten et aÏ., 2000; Kottinen et al., 2001). Un autre fait
intéressant sur la composition de la MEC de la couche intimale, est la présence de
chondroïtine-6-sulfate (CS6) du côté luminal de cette couche. En effet, comme pour
le collagène de type IV, cette molécule se retrouve habituellement dans la membrane
basale que nous ne retrouvons pas dans la couche intimale ou la MS. Les
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synoviocytes ont également la capacité de synthétiser du collagène de type V que
nous avons dans la couche intimale (Edwards, 1994).
COUCHE SOUS-INTIMALE
La couche sous-intimale de la MS diffère de la couche intimale dans sa
composition en collagène. En effet, la couche sous-intimale est plus riche en
collagène (Ghadially, 1983; Henderson et Edwards, 1987). Elle contient surtout du
collagène de type I et III (Garnero et al., 2000). Nous retrouvons également du
collagène de type VI dans la couche sous-intimale (Konttinen et al., 2001). Cette
couche contient également d’autres composantes, comme le hyaluronate, qui sont
présentes en moins grande quantité (Edwards, 1994). Le fait que l’on retrouve le
hyaluronate jusqu’à un endroit aussi profond de la couche sous-intimale nous indique
un mouvement possible de ce dernier vers les vaisseaux lymphatiques (Henderson et
Edwards, 1987). Nous retrouvons aussi la chondroïtine-4-sulfate (CS4) dans cette
couche (Edwards, 1994). Évidemment, la couche sous-intimale contient aussi des
glycoprotéines structurales (ex: fibronectine, laminine, l’entactine et la tenascine),
des protéoglycanes ainsi que des glycosaminoglycanes. (Garnero et al., 2000).
1.1.1.3. IMPLICATION DE LA MS DANS L’ARTHROSE
Le rôle de la MS dans la progression de l’arthrose, et plus particulièrement la
dégradation du cartilage, a été négligé par plusieurs (Oehler et al., 2002).
Pour parler de l’implication de la MS il est important de reprendre deux
questions qui ont été posées par Pelletier et al. (2001 a), soient : Quelles évidences
avons-nous que l’inflammation est associée avec la progression de la pathologie? Et
quels sont les facteurs inflammatoires produits par la MS qui seraient impliqués dans
la genèse des changements dans l’arthrose? En premier lieu, il serait approprié de
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nous poser la question suivante: comment se fait la mise en place de l’inflammation
de la MS au cours de l’arthrose?
Comme nous l’avons déjà mentionné, l’inflammation de la MS (ou synovite)
est secondaire dans le développement de l’arthrose. En effet, ce phénomène est relié à
la dégradation du cartilage articulaire et au relâchement de macromolécules de celui-
ci dans le liquide synovial, soient essentiellement des fragments de collagène de type
II et de protéoglycanes (Pelletier et aï., 2001a; fassbender, 1994; Hamerman et
Klagsbrunn, 1985).
Dans un premier temps, les débris cartilagineux, qui sont en quantité supérieure
comparativement à des conditions physiologiques, vont provoquer une hyperpiasie de
la MS. En effet, les cellules macrophagiques de la MS phagocytent les débris présents
dans le liquide synovial en temps normal. Puisque le nombre de ces particules
augmente avec la dégradation du cartilage, il est normal d’assister à une activation et
à une prolifération de ces cellules afin d’assurer la clairance de ces particules
(Gardner, 1983; fassbender, 1994; Hamerman et Klagsbrunn, 1985; Allan et aï.,
1998).
Suite à la phagocytose des débris par les cellules de type A, nous avons
l’inflammation de la MS proprement dit (Lohmander, 2000; Huskisson et al., 1979).
En effet, les débris cartilagineux ont des propriétés immunogéniques (Pelletier et al.,
200 la) et la membrane synoviale réagit à n’importe quel agent avec un mécanisme de
défense général (Imhof et aï., 2002). Donc, après que les cellules soient entrées en
contact avec les débris du cartilage, elles synthétisent différents produits de
l’inflammation. Parmi ces produits nous comptons, entre autre, les cytokines pro
inflammatoires produites par les cellules de type A (Pelletier et Martel-Pelletier,
1993) et de type B (McCarty et Koopman, 1993), des médiateurs lipidiques ainsi que
des enzymes protéolytiques (MMP) produites par les cellules de type B (Allan et aï.,
1998). Ces produits vont entraîner la dégradation de la matrice cartilagineuse de
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même que celle de la MS elle-même. De cette manière, nous pouvons dire que les
cellules synoviales ont un rôle pro-inflammatoire (Pelletier et aÏ., 1993; Farahat et aï.,
1993). L’inflammation s’accompagne d’une infiltration de cellules (lymphocytes,
macrophages, mastocytes, cellules sanguines et des neutrophiles) qui est toutefois
moins importante que dans l’arthrite rhumatoïde (Pelletier et al., 2001b; Oehler et aï.,
2002; He et al., 2002). Ces cellules infiltrantes vont également sécréter des cytokines
pro-inflammatoires de même que des enzymes de dégradation.
Les enzymes protéolytiques faisant leur oeuvre, il y aura une quantité encore
plus importante de fragments présents dans le liquide synovial. Par le fait même, nous
aurons une inflammation de la MS plus prononcée et une quantité plus grande de
produits de l’inflammation seront synthétisés. Nous obtenons donc un cercle vicieux
qui se perpétue jusqu’à la destruction totale du cartilage.
Comme il a été mentionné un peu plus haut, il arrive que la M$ se prolonge un
peu sur la surface articulaire. Il s’agit du pannus. Cette excroissance de la M$ jouerait
également un rôle dans le processus de dégradation du cartilage lorsque la M$ est
inflammée (Fassbender, 1975).
Il ne fait aucun doute que l’inflammation de la MS a un effet important dans le
déséquilibre entre la synthèse et la dégradation de la matrice cartilagineuse (Pelletier
et aï., 2001b; Myers et al., 1992). Cependant, quelles sont les évidences de
l’implication de la MS dans la progression de l’arthrose? Principalement trois
marqueurs sont associés avec l’inflammation de la MS la protéine oligomérique du
cartilage (COMP), la protéine C-réactive (CRP) et le hyaluronate (Kumon et aï.,
1999; Belcher et aÏ., 1997; Praest et aÏ., 1997).
La COMP est une composante de la matrice cartilagineuse. Ainsi, un niveau de
COMP plus élevé que la normale indique la présence d’une inflammation de la MS
(Clark et al., 1999; Petersson et aï., 199$; Lohmander et aÏ., 1994). Nous observons
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la même chose avec la CRP et le hyaluronate. En effet, une élévation de la
concentration de ces deux produits est signe d’une inflammation (Spector et al., 1997;
Goldberg et al., 1991).
Comme il a été dit précédemment, la MS inflammée produira différents facteurs
inflammatoires qui auront un impact sur la membrane elle-même, le cartilage et l’os
sous-chondral. La première catégorie de facteurs manifestant leurs effets est celle des
cytokines pro-inflammatoires dont 1’IL-1f3 et le TNFŒ, de même que l’IL-6 et l’IL
17, sécrétées par les synoviocytes activés, ainsi que par les cellules infiltrantes
(monocytes et macrophages) (Mffller-Ladner, 1996). Ces cytokines sont également
les premiers produits de la MS inflammée à diffuser dans le liquide synovial. La
grande production de cytokines et de facteurs de croissance par la MS joue un rôle
important dans la pathogenèse de l’arthrose. En effet, ces produits sont impliqués
dans la dégradation de la MS, du cartilage et de l’os sous-chondral (Pelletier et al.,
2001 a).
Le TNFŒ a été décrit comme un modulateur dans le processus catabolique de
l’arthrose. En effet, c’est lui qui soutient le processus inflammatoire (Caron et al.,
1996; Van de Loo et al., 1995; Plows et aÏ., 1995). Il est également impliqué dans la
dégradation du cartilage et dans l’inflammation de la MS (Pelletier et aï., 2001b).
Aussi, il va induire la résorption osseuse et est donc impliqué dans le remodelage de
l’os sous-chondral (Bertolini et al., 1986). Le TNFa va également agir de concert
avec I’IL-1F3. Ceux-ci vont causer une augmentation du catabolisme de la MEC de la
MS induisant la synthèse des métalloprotéases de matricielle (MMP), à ce niveau
(Oehier et al., 2002). En effet, la M$ produit des MMP qui vont dégrader la MEC de
cette dernière. Celles-ci vont également diffuser dans le liquide synovial et vont aller
dégrader le cartilage (Pelletier et al., 200 lb). L’activité des MMP peut être modulée
par le monoxyde d’azote (NO). En effet, ce dernier peut augmenter l’expression de
ces protéases (Evans et aÏ., 1996; Munell et aÏ., 1995; Hauselmann et al., 1994;
Taskiran et al., 1994). Le NO va également diminuer la synthèse des inhibiteurs
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tissulaires des métalloprotéases (TIMP), ce qui facilite l’action des MMP (Pelletier et
aÏ., 1991).
L’IL-113 et le TNFŒ vont également diminuer la synthèse de la matrice
cartilagineuse (Pelletier et al., 1993; Martel-Pelletier et aÏ., 1999) et vont stimuler la
production de médiateurs lipidiques (prostaglandines (PG), et leucotriènes (LT))
(Ford-Hutchinson et aÏ., 1994).
Les Prostaglandines E2 (PGE2) et les leucotriènes B4 (LTB4) sont produits non
seulement par les cellules synoviales, mais également par différentes cellules dont
les monocytes, les macrophages, les mastocytes, les neutrophiles et les cellules
polymorphonucléaires (PMN) (He et al., 2002). Le LTB4 a un effet chimiotactique
sur les PN’fN (Oates et Gilkeson, 2001; Levy et aÏ., 2001) qui vont produire de l’IL-113
ainsi que du LTB4. De plus, il a été démontré que le LTB4 accentuait les lésions au
niveau du cartilage (Boileau et al., 2002a). Il n’en faut pas plus pour comprendre que
le LTB4 est très important dans le déséquilibre entre la synthèse et la dégradation de
la matrice du cartilage et donc, dans la destruction de celui-ci. Les PGE2 sont
responsables des symptômes chez les patients (Dayer et al., 1986; Krane et al., 1985).
En effet, celles-ci vont causer une vasodilatation ainsi qu’une perméabilisation des
vaisseaux sanguins de la MS (Sugimoto et al., 2000), ce qui se traduit par un oedème
et une sensation de chaleur au niveau du genou. Aussi, les médiateurs de
l’inflammation (dont les PGE2) peuvent stimuler directement ou sensibiliser les fibres
nociceptives causant ainsi une douleur (Konttinen et al., 1994). Les PGE2 peuvent
également stimuler la production des MM? et ainsi contribuer à la dégradation de la
MS et du cartilage (Breyer MD et Breyer RM, 2000). Il semble donc que les PGE2
soient à même d’affecter le remodelage du cartilage (Goldring et aÏ., 1996).
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1.1.2. LE CARTILAGE
La cartilage articulaire, ou cartilage hyalin, est un tissu extrêmement simple un
type cellulaire (chondrocytes) dans une MEC synthétisée par ces cellules. En effet, à
l’instar de plusieurs tissus, le cartilage est dépourvu de vaisseaux sanguins et
lymphatiques, et il n’est pas innervé (Elliott et Cawston, 2001; Buckwalter et
Mankin, 1998b; Watanabe et al., 1998).
Le cartilage joue deux rôles essentiels au sein de l’articulation. Dans un premier
temps, de par sa surface lisse, il assure un mouvement presque sans friction de
l’articulation. Deuxièmement, il permet de bien distribuer les forces aux structures
sous-jacentes dans l’articulation (Cremer et aÏ., 1998; Muldrew, 2002; Knudson et
Knudson, 2001). C’est la structure et la composition du cartilage qui permettent à
celui-ci de bien remplir ses fonctions inhérentes à la locomotion.
1.1.2.1. STRUcTuRE
La composition et l’organisation du cartilage changent depuis sa surface vers
l’os sous-chondral (Muldrew, 2002) Par conséquent. il est possible de séparer ce
tissu en quatre ou cinq couches (ou zones), tout dépendant de la différenciation de la
zone superficielle en une ou deux couches (Imhof et al., 1999). Donc, de la surface du
cartilage vers l’os sous-chondral, nous retrouvons les zones dans l’ordre suivant la
zone superficielle, la zone de transition, la zone radiale (profonde) et finalement, la
zone calcifiée (Buckwalter et al., 1988).
1.1.2.2. CoMPosITIoN
Comme il a été mentionné un peu plus haut, le cartilage est essentiellement
composé d’une MEC dans laquelle des cellules (les chondrocytes) sont imbriquées.
La matrice représente 90% du poids sec du cartilage (Hardingham et Fosang, 1992)
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alors que les cellules ne représentent que 5% du volume de celui-ci (Knudson et
Knudson, 2001). La MEC du cartilage se compose essentiellement de collagène, de
protéoglycanes et d’eau (Velleman, 2000).
Le collagène représente environ 50% à 60% du poids sec du cartilage
(Buckwalter et Mankin, 1 998b; Muir, 1995). Nous retrouvons entre autre le collagène
de type II, qui est d’ailleurs le type de collagène le plus abondant. En effet, il
constitue 90% à 95% du collagène présent dans le cartilage (Burgeson et Nimmi,
1992; Buckwalter et Mankin, 1997a, b; Poole et al., 2001). Le collagène de type II a
pour fonction de résister aux forces de tension et de cisaillement. Il existe également
d’autre types de collagène dans le cartilage, soient V, VI, IX, X, XI, XII et XIV
(Poole et al., 2001). Ceux-ci sont en concentrations plutôt modestes.
Les protéoglycanes représentent entre 20% et 40% du poids sec du cartilage
(Buckwalter et Mankin, 1 998b; Mankin et Brandt, 1997). Notons que les agrécanes
sont les protéglycanes les plus abondants dans la MEC (Hascall, 1988). Les
protéoglycanes sont sulfatés et comportent donc des charges négatives (Velleman,
2000; Hascall, 198$). Ceci fait en sorte que les protéoglycanes se repoussent (Tyyni
et Karlsson, 2000) et occupent le plus d’espace possible dans le cartilage (Johnston,
1997). Cette concentration de charges négatives permet également d’attirer l’eau et
des solutés dans le cartilage (Velleman, 2000; Tyyni et Karlsson, 2000; Muldrew,
2002). Ces deux caractéristiques des protéoglycanes assurent la viscoélasticité du
cartilage ainsi que sa résistance aux forces de compression (Rédini, 2001; Watanabe
et al., 199$; Iozzo, 199$; Mow et aÏ., 1992).
L’eau est également une composante importante du cartilage en constituant 60 à
80% de celui-ci (Buckwalter et Mankin, 1 997b; Buckwalter et Martin; 1996; Allan et
al., 199$; Haq et aÏ., 2003). En plus d’assurer la dureté du cartilage, elle permet
également sa lubrification de même que sa nutrition durant le mouvement (Roughley
et Lee, 1994; Johnston, 1997).
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Il existe également d’autres protéines qui jouent un rôle dans la structure ou le
métabolisme du cartilage. Citons la chondronectine (Mankin et Brandt, 2001), et
l’anchorine CII qui semblent contribuer à ancrer les chondrocytes à la matrice de
collagène (Mollenhauer et al., 1984; Pfaffle et al., 1990; Turnay et aï., 1995;
Goldring, 2001). 11 y a également la protéine de liaison ou « link protein» qui permet
de relier les agrécanes au hyaluronate (Wight et aÏ., 1991; Roughley, 2001). Nous
retrouvons également des traces de lipides dans le cartilage (<1%) (Mankin et Brandt,
2001).
Les chondrocytes ne composent que 5% du volume du cartilage (Roughley et
Lee, 1994; Knudson et Knudson, 2001). Ils sont distribués de façon éparse dans le
cartilage et se retrouvent dans une sorte de panier formé d’une MEC dense, le tout
formant un ensemble fonctionnel, le chondron (Poole, 1997). Les chondrocytes vont
synthétiser tous les éléments de la MEC du cartilage (Jolmston, 1997; Knudson et
Knudson, 2001). Les chondrocytes synthétisent également des cytokines (IL-1)
(Goldring, 2000a, 2000b) et des facteurs de croissance (facteur de croissance
insulinornimétique 1 (IGf-1) et facteur de croissance transformant f3 (TGFf3)) (Allan
et al., 199$; Buckwalter et Martin, 1996).
1.1.2.3. CARTILAGE ARTHROSIQUE
La dégradation du cartilage peut se diviser essentiellement en trois étapes: les
dommages causés à la MEC, la réponse des chondrocytes aux dommages et
l’incapacité de ceux-ci à réparer le cartilage (diminution de la réponse des
chondrocytes) (Buckwalter et Martin, 1996).
Suite aux dommages infligés au cartilage, il y a activation des chondrocytes. En
effet, il y a augmentation de la synthèse des facteurs cataboliques et anaboliques par
ces cellules. Il y a également prolifération des chondrocytes qui sont maintenant
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regroupés en petits îlots. Le monoxyde d’azote (NO) joue probablement un rôle
important dans la réponse des chondrocytes. En effet, ce facteur produit par les
chondrocytes (Pelletier et al., 1996; Amin et aÏ., 1995) et stimulé par des cytokines
pro-inflammatoires (IL-1t3 et TNfa) (Pelletier et al., 1996; Rediske et al., 1994;
Stadler et al., 1991; Stefanovic-Racic et al., 1994) est impliqué dans le catabolisme du
cartilage de diverses façons.
Le NO peut interagir avec la cyclooxygénase 2 (COX-2) pour augmenter la
synthèse de PGE2 (Amin et aÏ., 1997). Ce médiateur lipidique va potentialiser les
effets des médiateurs de l’inflammation (et donc augmenter la réaction
inflammatoire) (Martel-Pelletier et Pelletier, 2001). La PGE2 permet aussi de moduler
le remodelage du cartilage (Goldring et al., 1996). Le NO peut également induire la
synthèse de l’IL-1f3. Ce dernier est impliqué dans la dégradation du collagène de type
II en activant les MMP et en inhibant les TIMP (Martel-Pelletier et Pelletier, 2001;
Martel-Pelletier et aÏ., 1994; firestein et al., 1991; Dean et aÏ., 1989; Clark et al.,
1993; Martel-Pelletier et aÏ., 1991).
En plus de favoriser la dégradation du collagène de la MEC, l’IL-l t peut altérer
la reconstruction de la MEC, résultant ainsi en une déstabilisation de cette dernière.
(Goldring et aï., 198$). L’IL-1f3 va également stimuler la formation d’ostéophytes en
bordure de l’articulation (Bunning et al., 1986).
Il n’y a pas que les facteurs produits par les chondrocytes du cartilage qui
peuvent influencer la destruction de celui-ci. En effet, comme nous l’avons déjà
mentionné, la MS inflammée produit également des cytokines (IL-1 J3 et TNfa) de
même que des médiateurs lipidiques (PGE2 et LTB4) qui vont, eux aussi, participer à
la destruction de la MEC du cartilage.
Dans la troisième phase les chondrocytes ne sont plus en mesure de compenser
la perte des protéoglycanes et du collagène par l’augmentation de la synthèse de ces
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constituant, entraînant ainsi une perte nette de la matrice (Rizkalla et aÏ., 1992; Cs
$zabo et aï., 1995; Malernud et aï., 1995; Cs-Szabo et aï., 1997; fluber et aÏ., 2000).
1.1.3. L’os SOUS-CHONDRAL
L’os est une structure importante au sein de notre organisme. En effet, il
assure deux fonctions essentielles. Dans un premier temps, il sert de support afin de
permettre aux organismes vertébrés de se tenir debout et de se mouvoir (os longs,
ex. fémur, humérus). L’os procure également une protection pour les organes vitaux
(os plats, ex. crâne, sternum). 11 constitue aussi une importante réserve d’ions
comme le calcium et le phosphate (Boskey et Posner, 1984; Roberts et aï., 1987).
L’os sous chondral assure deux fonctions importantes au niveau de l’articulation. En
effet, il protège et nourrit en partie le cartilage (Lane et al., 1977; Imhof et aÏ., 1999;
Nakano et al., 1986).
1.1.3.1. LA STRUCTURE DE L’OS
La structure de l’os est une continuité entre le tissu cortical et le tissu
trabéculaire (Marx et Garg, 1998). Ces deux types de tissus sont présents tout au long
de l’os, mais dans des proportions différentes. L’os compact (os cortical) est organisé
en cylindres situés autour d’un vaisseau sanguin central (système haversien ou
ostéon) (Dequeker, 1994, Carola et aï., 1992). L’os trabéculaire constitue la cavité
médullaire au sein de l’os. Cette cavité est remplie de moelle osseuse (Marx et Garg,
1998). La cavité médullaire est recouverte de l’endoste contenant des ostéoblastes et
des ostéoclastes (Marx et Garg, 199$; Thibodeau et Patton, 2003). Toute la surface de
l’os, sauf au niveau des articulations, est recouverte du périoste. Cette couche se
divise en deux sections. La section externe est fibreuse et donne la dureté au périoste.




Le remodelage osseux est rendu possible grâce aux deux types cellulaires
rencontrés dans l’os les ostéoblastes et les ostéoclastes (Green, 1994, Lajeunesse et
Reboul, 2003; Boskey, 2001). Les ostéoblastes sont responsables de la synthèse de la
matrice organique et de sa calcification (Owen, 1980). Les ostéoclastes, eux, sont
responsables de la résorption osseuse (Ibbotson et al., 1984; Roodman et al., 1987). Il
y a aussi les ostéocytes. Ces cellules sont des ostéoblastes moins actifs qui sont
emprisonnés dans la matrice minéralisée. Ces cellules sont responsables de la
dissolution des minéraux dans leur environnement immédiat (Rubin et Rubin, 2001).
1.1.3.3. CoMPoSITIoN DE L’OS
La majeure partie (90%) de la matrice organique est composée de collagène
de type I (Rubin et Rubin, 2001; Boskey, 2001) produit par les ostéoblastes. Le
collagène de type I constituera la charpente pour la minéralisation (Dequeker, 1994).
Nous y retrouvons également de petites quantités de collagène de types III, V, II et X
(Marks et Popoff, 198$). La matrice osseuse contient également des protéoglycanes,
de l’eau, des lipides ainsi que d’autres protéines comme l’ostéocalcine, la fibronectine
et l’ostéonectine (Robey et aÏ., 1988; Robey et Terrriine, 1985; Lemann et Lennon,
1972). La phase inorganique de l’os, constituant les deux tiers de la matrice osseuse,
consiste essentiellement en des cristaux d’hydroxyapatite (Green, 1994).
1.1.3.4. L’oS SOUS-CHONDRAL ET L’ARTHROSE
Bien que la MS et le cartilage soient les deux composantes les plus affectées au
cours de l’arthrose, il n’en demeure pas moins que l’os sous-chondral subisse
plusieurs changements au cours de la pathologie (formation d’ostéophytes et de
cistes) (Bettica et al., 2002; Burr et Schaffler, 1997). Cette partie de l’articulation est
également à l’origine des changements rencontrés au niveau du cartilage. En effet,
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l’épaississement (sclérose) de l’os sous-chondral (Huebner et aï., 2002; Ham et aï.,
2002), ainsi que les facteurs produits par celui-ci (IGF-1, IL-1f3, IL-6, PGE2 et
TGf 13), auront pour effet de contribuer à la dégradation de la matrice cartilagineuse
(Hilal et al., 1999; Huai et aÏ., 2001; Hilal et aï., 199$; Benderdour et aï., 1999;
Massicotte et al., 2002; Westacott et aï., 1997; Guévremont et aÏ., 2003; Dequeker et
al., 1993; Pelletier et Martel-Pelletier. 2002).
2. MÉTABoLIsME DE L’ACIDE ARACHIDONIQUE
L’implication des médiateurs lipidiques dans l’inflammation (PGE2 et LTB4
surtout) est majeure. Par conséquent. il convient de discuter de façon détailler du
métabolisme de l’acide arachidonique (AA). La prochaine section touchera les
structures, fonctions et localisations des différentes enzymes impliquées dans ce
métabolisme. Il sera également question des produits respectifs de chacun de ces
enzymes.
2.1. LA PHOSPHOLIPASE A2 (PLA2)
La PLA2 est une enzyme qui catalyse l’hydrolyse des glycérophospholipides
membranaires en position sn-2, menant à la formation d’acides gras (dont l’AA) et de
lysophospholipides. C’est la PLA2 qui est responsable de la synthèse du substrat le
plus utilisé par les enzymes produisant les éicosanoïdes. Par le fait même, c’est
l’action de la PLA2 qui constitue l’étape limitante dans le métabolisme de l’AA
(Kudo et Murakami, 2002).
Il existe essentiellement deux types de PLA2, soient: la PLA2 sécrétoire
(sPLA2) et la PLA2 cytosolique (cPLA2) (Shinohara et al., 1999). La cPLA2 démontre
une préférence marquée pour l’AA comparativement aux autres acides gras.
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Suite à une augmentation de la concentration en calcium (de l’ordre du M)
(Clark et aÏ., 1991; Lin et aÏ., 1993) il y a translocation de la cPLA2 au niveau de la
membrane nucléaire (Evans et al., 2001; Hirabayashi et aÏ., 1999; Peters-Golden et
al., 1996). Ceci permet à l’enzyme de produire l’AA nécessaire pour les réactions
subséquentes dans la synthèse des éicosanoïdes par les COXs et les LOs.
2.2. LES CYCLOOXYGÉNASES (COXs)
Les COXs, ou prostaglandine endoperoxyde H synthases (PGHS), sont les
enzymes clés dans le métabolisme de I’AA dans le but de produire des prostanoïdes
(prostaglandines (PG), trombroxane (IX) et prostacycline (PGI2)) (Roth et al., 1975).
En effet, elles synthétisent la prostaglandine H2 (PGH2) qui est la première étape dans
la synthèse des prostanoïdes (de Leval et al., 2002). Jusqu’à une quinzaine d’années,
la recherche n’avait démontré l’existence que d’une seule COX (COX-1). Celle-ci
était la seule enzyme responsable de la production physiologique de PGs et de leur
augmentation de synthèse lors de l’inflammation. Cependant, il est maintenant certain
qu’il existe deux isoformes de la COX, dont les principales caractéristiques sont
résumées dans le tableau 1. L’une est une isoforme constitutive de 67 kDa (COX-1)
tandis que l’autre est une isoforme inductible de 72 kDa (COX-2) (fletcher et al.,
1992; Garavito, 1996).
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Tableau 1 : Caractéristiques des COX-1 et -2
Caractéristiques COX-1 COX-2
Taille ARNm 3 kb 4-4,5 kb
Stabilité ARNm Stable Instable
Taille de l’enzyme (aa) 576 aa 587 aa
Expression de l’enzyme Constitutive Inductible
Localisation cellulaire Presque toutes tes cellules Cellules


















Localisation intracellulaire Membrane nucléaire et RE Surtout membrane nucléaire
Principales fonctions Agrégation plaquettaire Désagrégation plaquettaire
Biologiques Balance hydrique rénale Inflammation
Cytoprotection gastrique Vasodilatation
Résorption osseuse et plusieurs
événements pathologiques
AA utilisé Surtout exogène Endogène et exogène
Substrat Surtout l’AA AA
(modifié de Monta, 2002; 1: Ju et Neufeld, 2002)
2.2.1. STRucTuRE
Les COX-l et -2 ont environ 60% d’homologie de séquence (Smith et
Marnett, 1994; Smith et al., 1996) bien qu’elles proviennent de gènes distincts
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(Tazawa et al., 1994). Ceci fait en sorte que les deux isoformes ont une structure
semblable, mais pas identique. Les COXs possèdent trois domaines, soient: un
domaine EGf N-terminal, un domaine de liaison en hélice et un large domaine
catalytique (Luong et aÏ., 1996). Leur domaine catalytique se divise en deux sites
actifs distincts, leur conférant par conséquent deux activités enzymatiques distinctes.
Le premier site permet une activité cyclooxygénase qui assure la transformation de
l’AA en prostaglandine G2 (PGG2) par une réaction avec deux molécules d’oxygène.
Le second site assure l’activité peroxydase de l’enzyme ce qui permet la réduction du
PGG2 en PGH2 (Needleman et aÏ., 1986). La différence majeure entre les deux
isoformes réside dans leur structure primaire. En effet, la COX-2 possède un peptide
signal tronqué de même qu’une insertion de 1$ acides aminés au niveau C-terminal
($mith et al., 1996). Il existe également une différence au niveau du site actif de la
cyclooxygénase. Nous retrouvons un résidu Val509 dans la COX-2 alors que nous
avons un résidu 11e523 dans la COX-1. Ceci fait en sorte que la COX-2 à un site actif
25% plus grand que dans l’autre isoforme (Kujubu et aÏ., 1991). Il a également été
démontré que le site catalytique de la COX-2 possédait une pochette supplémentaire.
Cette pochette supplémentaire à pour effet d’augmenter de 17% la taille du site actif
de la COX-2 (Kujubu et aÏ., 1991; Smith et aÏ., 2000). La COX-2 peut également
adopter plus d’une conformation, permettant ainsi une plus grande flexibilité dans ses
interactions (Luong et al., 1996). Ces différences de taille et de forme du site actif
entre la COX-1 et la COX-2 ont permis d’élaborer des inhibiteurs sélectifs pour la
COX-1 ou la COX-2.
2.2.2. LocALIsATIoN
Au niveau intracellulaire les COXs sont situées au niveau de la membrane du
réticulum endoplasmique (RE) et au niveau de la membrane nucléaire (funk, 2001).
Toutefois, il avait été démontré auparavant que la COX-2 semblait se retrouver
surtout au niveau de l’enveloppe nucléaire (Monta et aÏ., 1995). Une étude plus
récente est venue affirmer le contraire en disant que les deux isoformes de la COX
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étaient présentes en quantités égales au niveau des feuillets internes et externes de la
membrane nucléaire (Spencer et ci?., 1998). Cependant. ce point demeure encore
mitigé car certains articles récents, dont celui de Ju et Neufeld (2002), mentionnent
tout de même que seule la COX-2 se retrouve préférentiellement au niveau de la
membrane nucléaire.
La COX-l est exprimée dans pratiquement toutes les cellules et se retrouve
plus particulièrement dans les plaquettes sanguines, qui ne contiennent d’ailleurs que
cette isoforme (Funk et al., 1991). La COX-2 peut être induite dans plusieurs types de
cellules suite à une stimulation de ces dernières par des cytokines (inflammation)
(Jiang et aï., 1998; Ristimaki et al., 1994), des facteurs de croissance (konturek et al.,
1998; Yucel-Lindberg et aï., 1999) ou encore des esters de phorbol (Smith et aï.,
2000; Crofford et al., 1994). Ces cellules sont résumées dans le tableau 1.
Au niveau tissulaire, la COX-1 se retrouve surtout au niveau du système
vasculaire (Goppelt-Struebe, 1995), de l’estomac (Smith et al., 1994b; Masferrer et
al., 1994) et du rein (Komhoff et al., 1997; Seibert et al., 1994), bien qu’elle soit
présente dans presque tous les tissus. Pour ce qui est de la COX-2, malgré le fait
qu’elle soit exprimée surtout lors d’événements tels l’inflammation, il n’en demeure
pas moins qu’elle est, elle aussi, exprimée dans certains tissus à l’état physiologique.
En effet, il est possible de retrouver la COX-2 au niveau du rein, du cerveau, de
l’estomac, de l’endothélium vasculaire (Seibert et al., 1997) et de l’utérus (Slater et
al., 1992) (Tableau 2).
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Tableau 2 Localisation des COX-1 et -2 au niveau tissulaire.
Tissus COX-1 COX-2
Cerveau Présent; très faible’ Présent; très faible’
Système vasculaire Présent Présent4
Estomac Présent’ présent’
Foie Présent; faible quantité’ Présent; faible quantité’
Glandes mammaires présent Présent
Intestin Grêle Présent’ Présent’
Pancréas Présent; faible quantité’ Présent; faible quantité’
Poumon Absent’ Présent; grande quantité’
Prostate Présent; grande quantité’ Présent; grande quantité’
Rein Présent2’3 Présent4
Testicules Présent; faible quantité’ Présent; faible quantité’
Thymus Présent; faible quantité’ Présent; faible quantité’
Utérus présent’ présent’
(1: O’Neill et Ford-Hutchinson, 1993; 2 Komhoff et al., 1997; 3 Seibert et al., 1994; 4 Seibert et
al., 1997; 5 Goppelt-Struebe, 1995)
2.2.3 FoNcTioNs
Les COXs assurent plusieurs fonctions tant au plan physiologique que
pathologique. En effet, la COX-1 est considérée comme étant l’enzyme responsable
du maintien de l’homéostasie (Smith et aÏ., 2000). Par conséquent, elle assurera, entre
autre, le maintien de l’intégrité du rein ou encore la cytoprotection au niveau de
l’estomac (Crofford, 1997; Arakawa et aï., 199$; Vane et al., 199$). La COX-2 est
considérée comme étant l’enzyme induite lors de l’inflammation (Kutchera et aï.,
1996). En effet, c’est celle-ci qui causera (via la PGE2) la vasodilatation et
l’augmentation de la perméabilité des capillaires sanguins au niveau de la MS.
Cependant, la COX-2 n’est pas une bête noire qu’il faut dénigrer. Elle assure
également des fonctions importantes à l’état physiologique (figure 2). En effet, elle
permet la guérison des ulcères au niveau de l’estomac et des fractures osseuses
(Wallace et al., 199$; Mizuno et al., 1997). Elle est également impliquée dans le
maintien de l’homéostasie du rein tout comme la COX-l (Badr et Jacobson, 1990;
Hebert et aÏ., 1995). Comme la COX-1, la COX-2 est impliquée dans le
développement de certains cancers, comme le cancer colorectal (Yao et aÏ., 2004). Le
tableau 3 fait un résumé des principales fonctions spécifiques à chaque isoforme de la
Cox.
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Figure 2 : Fonctions des prostaglandines. L’AA est converti en PGH2 grâce aux COXs. La PGH2 est
ensuite transformée par les différentes isomérases présentes dans les cellules, menant à la formation de
PGs, de thromboxanes ou encore de prostacycline. Ces différents produits vont, par la suite, médier les
différentes fonctions des COXs dans les tissus cibles en se liant à leurs récepteurs spécifiques (TP,
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Tableau 3: Fonctions physiologiques des deux isoformes de la COX (modifié de
Smith et Langenbach, 2001)
Processus physiologique COX-I COX-2 PGs impliquées
Ovulation Non-essentiel le Essentielle 1.2 PGE,
Nidation Non-essentiel le Essentielle1 PG 17
Parturition Essentielle 36 Compensatoire PGF,
Résolution de l’inflammation Non-essentielle Essentielle PGD7, 15-déoxy-PGJ2
Agrégation plaquettaire Essentielle 6 Pas d’implication TXA2
Développement périnatal du 6 7
. Non-essentielle Essentielle Non-determine
rein
Développement des cellules T Spécifique du stade Spécifique du stade PGE2
Ulcère gastrique Inhibition des deux isoformes nécessaires ° Non-déterminé
Cicatrisation d’ulcère Non-essentielle Essentielle 10,11 Non-déterminé
Cancer intestinal Rôles essentiels des deux isoformes 2 Non-déterminé
Maintien de l’intégrité du rein Essentielle’3’14 Essentielle13”4 PGI2, PGE2
Modulation des
neurotransmetteurs dans le Essentielle’5 -- Non-déterminé
système nerveux central
(1: Lim et ai., 1997 ; 2 : Davis et al., 1999; 3 : Gross et ai., 1998; 4 : Gross et ai., 2000; 5 : Gilroy et
ai., 1999; 6: Langenbach et ai., 1995; 7: Komhoff et ai., 2000; $ : Rocca et ai., 1999; 9: Wallace et
ai., 2000; 10 : Wallace et ai., 1998; 11: Mizuno et ai., 1997; 12 : Chulada et ai., 2000; 13: Badr et
Jacobson, 1990; 14 : Hebert et al., 1995 ; 15 : Yamagata et ai,, 1993)
2.2.4 AcTIvITÉ ENZYMATIQUE
Dans un premier temps, pour que les COXs puissent avoir leur substrat, il faut
une hydrolyse des glycérophospholipides de la membrane nucléaire pour obtenir
l’AA. Cette étape se fait grâce à la sPLA2 ou la cPLA2 (Shinohara et aÏ., 1999). Une
fois l’AA présenté au niveau du premier site actif (cyclooxygénase), de l’une des
deux isoformes de la COX, celui-ci subit d’abord une cyclooxygénation pour former
la PGG2. Par la suite, dans le site peroxydase des COXs, ce dernier produit subit une
réduction de son groupement hydroperoxyde pour former la PGH2 (figure 3)
(Needleman et al., 1986; Ogino et al., 1977). La façon dont la PGG2 passe du site
cyclooxygénase au site peroxydase n’est pas très claire (Bakhle, 1999).
Une fois la PGH2 synthétisée, elle est convertie en différentes PGs (par
différentes isomérases), en prostacycline (par la prostacycline synthase) et en
thromboxanes (par la thromboxane synthase) (figure 3) (de Levai et al., 2002;











Figure 3: Métabolisme de L’AA par la cyclooxygénase. Hydrolyse des glycérophospholipides en
AA par la PLA2 suivie de la synthèse (en deux étapes) de la PGH2 par la COX. Par la suite, les
différentes synthases et isomérases utilisent la PGH2 afin de produire les différents médiateurs










La COX-3 n’est pas une isoforme différente comme la COX-2 (tableau 4). En
effet, elle ne provient pas d’un gène différent. Il s’agit plutôt d’un épissage différent
du gène de la COX-l (Botting, 2003; Chandrasekharan et al., 2002). Cependant,
l’existence de cette nouvelle enzyme ne fait pas encore l’unanimité (Dinchuk et aï.,
2003).
Tableau 4 : Caractéristiques de la COX-3 comparées avec celles des COX-1 et -2.
(modifié de Schwab et al., 2003a)
Caractéristiques COX-1 COX-2 COX-3
Taille de l’enzyme (aa) 576 aa 587 aa 633 aa
ARNm 3 kb 4-4,5 kb 5,2 kb
Poids moléculaire 67 kDa 72 kDa 65 kDa
Expression de Constitutive tnductible Constitutive
l’enzyme
Localisation Membrane nucléaire et Surtout membrane RE
intracellulaire RE nucléaire
AA utilisé Surtout exogène Endogène et exogène ?
Substrat Surtout l’AA AA AA
2.3 LES LIPOXYGÉNASES (LO)
Les LOs (5-LO. 12-LO et 15-LO) sont impliquées dans le phénomène de
l’inflammation et de l’asthme entre autre (tableau 5) (Samuelsson et aï., 1987;
Wasserman et al., 1991). En effet, elles vont synthétiser les leucotriènes (LT) qui sont
responsables de ces effets (tableau 6). Elles vont également synthétiser des lipoxines
(LX), telle la lipoxine A4 (LXA4), qui peuvent avoir des effets plutôt anti-
inflammatoires (Serhan et al., 1996). Les LTs peuvent se diviser en deux catégories:
dans la première, nous avons le LTB4 qui a un effet chimiotactique sur les PMN
(Borgeat et Naccache, 1990). Dans la deuxième catégorie, les peptidoleucotriènes,
nous retrouvons les LTC4, LTD4 et LTE4. Les peptidoleucotriènes ont une action
lente (Samuelsson et al., 1987; Haeggstrôm et aï., 2002).
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Taille de l’enzyme Les LOs ont toutes une taille oscillant entre 662 aa et 676 aa’°
Homologie Les LOs ont entre 35% et 80% d’homologie’0
(1: Rapoport et al., 1979; 2: Brinckmann et al., 1997; 3 t Ktihn et al., 1990; 4: Belkner et al., 1993;
5 : ford-Hutchinson, 1991; 6 t Nakamura et al., 1997; 7 t Takahashi et al., 1993; 8 t Hussain et al.,
1994; 9 : Chen et al., 1994; 10 : Gillmor et al., 1997; 11: Luo et al., 2003; 12 t Brock et al., 1997; 13
Brock et al., 2001; 14 t Lee et al., 1984; 15 : Samuelsson, 1983; 16 t Avis et al., 1996; 17 : Behera et
al., 1998; 18 : Yamamoto, 1992; 19 t Silverman et Drazen, 1999; 20 : BelI et Harris, 1999; 21:
Nathan, 1996; 22 : Miller et al., 1987; 23 : Zimmerman et Mclntyre, 1988; 24 t Tonnesen et al., 1989;
25 : KuIm et Thiele, 1999; 26 : Bonnet et al., 1995; 27 t Liagre et et., 1997)
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Tableau 6 : Rôles majeurs des leucotriènes. (Boileau, 2002b)
Effets LT impliquées
Augmentation de l’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales LTB4
Augmentation de ta perméabilité vasculaire LTC4 LTD4, LTE4
Stimulation du chimiotactisme pour les neutrophiles et pour les autres LTB4
granulocytes (à un moindre degré)
Stimulation du chimiotactisme pour les éosinophiles dans la muqueuse des voies LTD4, LTE4
respiratoires
Stimulation de ta sécrétion d’anion superoxyde et dégranulation des leucocytes LTB4
Stimulation de la libération d’IL-5,-6 et d’IL-8 par les lymphocytes T LTB4
Augmentation de l’expression des récepteurs IgE de faible affinité sur les cellules LTB4
B et synthèse d’lgE induite par l’IL-4
Augmentation du tonus musculaire et des sécrétions bronchiques LTC4 LTD4, LTE4
Prolifération et remodelage des muscles lisses respiratoires LTC4 LTD4, LTE4
2.3.1 LA 5-LIP0xYGÉNAsE
La 5-LO est impliquée dans les deux premières étapes de la synthèse des Lis.
Dans un premier temps, cette enzyme va oxyder l’AA en position C5 pour donner
l’acide (5 S)-hydroxyperoxy-6-trans-8, 11,1 4-cis-eicosatetraénoique (5-HPETE)
(Silverman et Drazen, 1999). Dans un deuxième temps, l’activité epoxygénase de la
5-LO va transformer la 5-HPETE en LTA4, une molécule instable (Maycock et aï.,
1982). C’est ici que se termine le rôle de la 5-LO. Par la suite, la LTB4 synthase vient
catalyser la conversion du LTA4 en LTB4 (Samuelsson, 1983). Il est également
possible de former le LIC4 à partir du LTA4 grâce à une réaction de ce dernier avec
le glutathion, réaction catalysée par la LTC4 synthase (Silverman et Drazen, 1999).
Par la suite, à partir du LTC4, il est possible de produire le LTD4 grâce à la y-glutamyl
transférase (Orning et Hammarstrom, 1980) et le LTE4 grâce à une dipeptidase (Lee
et al., 1984).
La 5-LO est essentielle dans la synthèse des LTs, mais elle ne pourrait pas
assurer ses fonctions sans l’aide de cofacteurs. En effet, cette enzyme est activée en







Figure 4 : Métabolisme de I’AA par la 5-LO. Suite à une augmentation de la concentration
intracellulaire de Ca2, il y a transiocation de la 5-LO et de la cPLA2 à la membrane nucléaire. A ce
niveau, la PLA2 hydrolyse les glycérophospholipides de la membrane nucléaire pour produire l’AA.
Ce dernier est présenté à la 5-LO par la fLAP et il y a synthèse de LTs par la 5-LO.
1991; Ueda et al., 1986; Aharony et Stem, 1986). La 5-LO, qui est normalement
présente dans le cytoplasme, se déplace alors vers la membrane nucléaire
(translocation). Pour que tout soit parfait, il faut la protéine activatrice de la 5-LO
(FLAP). Cette protéine imbriquée dans la membrane nucléaire a pour fonction de







2.3.2 LEs 12- ET 15-LIPOXYGÉNASES
La 12-LO et la 15-LO vont catalyser la synthèse de médiateurs un peu de la
même façon que la 5-LO. En effet, elles vont oxyder l’AA en position C12 et C15
respectivement (Silverman et Drazen, 1999), ce qui donnera la 12-HPETE et la 15-
HPETE respectivement. Il s’en suivra d’une réduction de ces produits pour donner la
12-HETE et la 15-HETE (Samuelsson et aÏ., 1987). Cependant, contrairement à la 5-
LO, les 12-LO et 15-LO n’ont pas besoin de Ca2 et d’ATP pour être activées
(McMillan et Walker, 1992). Ces enzymes vont ultimement produire, entre autre, les
LXA4. (Serhan et al., 1999). Notons que la 5-LO est également impliquée dans la
synthèse de LXA4 (Serhan, 1997; Serhan et al., 2000; Serhan et Oliw, 2001). Ce
médiateur est reconnu pour avoir des effets anti-inflammatoires. La figure 5 nous






Figure 5: Voies métaboliques des lipoxygénases. Suite à l’hydrolyse des glycérophospholipides de
la membrane nucléaire, l’AA est converti par les différentes LOs pour former différents médiateurs tel




Les AINS sont les molécules thérapeutiques les plus utilisées dans le
soulagement de l’inflammation dans plusieurs pathologies tel que l’athrose (Golden
et Abramson, 1999). L’aspirine ou l’acide acétylsalicylique (ASA) est sans doute
l’ATNS le plus utilisé à l’heure actuelle. Bien que les AINS aient beaucoup de
bienfaits pour le soulagement de la douleur, il n’en demeure pas moins qu’ils sont
responsables de nombreux dommages collatéraux. Parmi ces méfaits, nous comptons
les troubles gastro-intestinaux (ulcères), la perte de l’intégrité du rein (Mitcheil et
Warner, 1999).
Les différents effets secondaires i-encontrés avec les AINS seraient reliés à la
perte d’activité de la COX-1 (Simon, 1999a). En effet, celle-ci produit des PGE2
ayant un effet protecteur au niveau de l’estomac (Wallace et aï., 1995). De plus, ces
prostaglandines sont essentielles au maintien de l’homéostasie du rein. Ces produits
de la COX-1 sont également très importants dans le système cardiovasculaire. Ils sont
responsables de la synthèse des PGI2 au niveau des plaquettes sanguines, sachant que
ce type de PG a un effet anti-thrombotique (Moncada et aÏ., 1976; Radomski et al.,
1976; Sneddon et Vane, 198$).
3.1.1. MODE D’ACTION
Dans un premier temps, l’ASA inhibe la synthèse des PGE2 en acétylant le
site cyclooxygénase des COXs tout en laissant le site peroxydase intact. L’acétylation
de la COX-1 empêche celle-ci de complètement oxyder l’AA. Cependant, l’ASA
n’inhibe pas l’activité cyclooxygénase de la COX-2. En effet, la COX-2 est toujours
capable d’oxyder l’AA, mais le produit final sera différent. Elle produira la 15-HETE
(Clària et Serhan, 1995; Serhan et Oliw, 2001). Celle-ci sera convertie par les LOs
3$
pour donner la 1 5-epi-lipoxine A4 qui aurait plutôt des effets anti-inflammatoires de
même qu’un effet protecteur au niveau de l’estomac lorsque 1’A$A est utilisé à plus
faible dose et qu’il n’est pas combiné avec d’autres ANS (Clària et Serhan, 1995).
D’autres ANS ont un mode d’action différent. En effet, le naproxen, un
inhibiteur de COX-1 et de COX-2, va tout simplement agir comme un analogue de
substrat. Ceci signifie qu’il prend la place de l’AA au niveau du site cyclooxygénase
de l’enzyme (Kalgutkar et aÏ., 2000). De cette façon, l’AA n’a pas accès au site actif
et ne peut pas être métabolisé.
Ce ne sont pas tous les ANS qui inhibent les COXs de la même façon. En
effet, le Naproxen inhibe préférentiellement la COX-1 avec une 1C50 de 0,6 à 4,8 jiM
comparativement à une 1C50 de 2,0 à 28,4 tM pour la COX-2 (Barnett et aï., 1994;
Laneuville et al., 1994). Par contre, le NS-39$ inhibe plus efficacement la COX-2 que
la COX-1 avec une 1C50 de 1,77 tM et de 75 tM respectivement (Barnett et al.,
1994). Cette particularité du NS-398 ferait en sorte que son utilisation comporte
moins de risque pour la muqueuse gastrique. Il a également été démontré que le NS
39$ inhibait non seulement l’activité de la COX-2, mais qu’il inhibait aussi
l’expression de son gène dans les synoviocytes arthrosiques humains (Di Battista et
al., 2001).
3.2. LES INHIBITEURS SÉLECTCFS DE COX-2
Les inhibiteurs sélectifs de COX-2 sont une réponse à un besoin de diminuer
les effets secondaires des ANS tout en conservant leurs effets thérapeutiques. Pour
réaliser cette prouesse, la recherche a su tirer avantage des différences entre les deux
isoformes. En effet, la différence majeure entre la COX-1 et la COX-2 se situe au
niveau de la partie cyclooxygénase de leur site actif. Le fait que celui de la COX-2 est
plus large et contienne une pochette latérale supplémentaire a permis de produire des
inhibiteurs spécifiques de COX-2. Ceux-ci peuvent s’imbriquer dans son site
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catalytique sans pour autant aller se loger dans celui de la COX-1 puisque cette
dernière a une plus petite taille. Ce type d’inhibiteur fonctionne de la même façon que
les ANS (à l’exception de l’ASA) en agissant comme un analogue de substrat
(Kalgutkar et al., 2000).
Parmi les inhibiteurs sélectifs de COX-2 nous avons le Vioxx (ou Rofecoxib).
En effet, ce médicament possède une 1C50 de 0,5 iM pour la COX-2 et de 19 iM
pour la COX-1 (Prasit et al., 1999). Certes, cet inhibiteur, comme tous les autres de sa
catégorie, va contribuer à diminuer les troubles gastro-intestinaux. Ceci est possible
car les inhibiteurs sélectifs de COX-2 gardent l’activité de la COX-l intacte au niveau
de la muqueuse. Cependant, d’autres effets secondaires peuvent survenir avec leur
utilisation.
Comme il a été mentionné dans le chapitre précédent, la COX-2 joue plusieurs
rôles physiologiques. Par conséquent, en inhibant cette enzyme nous risquons de
perturber l’homéostasie ou l’intégrité des tissus concernés. Au niveau de l’estomac, il
a été démontré que la COX-2 jouait un rôle dans la cicatrisation des ulcères (Reuter et
aï., 1996; Mizuno et aï., 1997; Ukawa et aï., 1992), rendant l’utilisation de ces
inhibiteurs plus problématique pour les personnes ayant déjà des lésions gastriques.
Nous retrouvons le même genre de problème au niveau du rein. En effet, les PGE2 et
PGI2 jouent un rôle dans l’intégrité et la fonction du rein. Donc, les patients prenant
des inhibiteurs sélectifs de COX-2 ou des ANS seraient plus à risque d’avoir des
problèmes rénaux, mais dans une incidence beaucoup moins grande que les troubles
gastro-intestinaux (Vane et aï., 1998; Rossat et aï., 1999). Il en va de même pour le
système cardiovasculaire. La COX-2 est reconnue pour jouer un rôle protecteur à ce
niveau. En effet, cette enzyme semble supprimer, entre autre, la prolifération
cellulaire (Bishop-Bailey et aÏ., 1997), la relâche de cytokines (Mithcell et Evans,
1998), de même que l’expression de récepteurs d’adhésion (Bishop-Bailey et aï.,
1998) dans les événements inflammatoires au niveau des muscles lisses des vaisseaux
sanguins.
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Une lacune des inhibiteurs sélectifs de COX-2, de même que pour les ATNS,
est leur incapacité à inhiber la synthèse de LTB4. Il est reconnu que ces inhibiteurs
sont efficaces dans le traitement de l’inflammation. Par contre, quand les LTB4 se
mettent de la partie, rien ne va plus. En effet, en laissant le champ libre aux LTB4, ces
inhibiteurs permettent l’entretien de l’inflammation au niveau de la MS et des lésions
au niveau du cartilage. En effet, Boileau et al. (2002a), ont démontré qu’une
inhibition des LTB4 pouvait diminuer les lésions cartilagineuses. Aussi, ce même
médiateur, de par son effet chimiotactique sur les PMN, jouerait un rôle dans les
lésions gastriques. Des recherches récentes sont venues confirmer ceci en démontrant
qu’une inhibition de la synthèse des LTB4 par un inhibiteur de 5-LO (ex. le NDGA
qui inhibe les LOs de façon générale) ou un inhibiteur mixte COX/5-LO pouvait
réduire les lésions gastriques induites par l’ajout d’inhibiteurs des COXs à l’ASA
(fiorucci et aÏ., 2003).
3.3. LA LIc0FEL0NE
La Licofelone (ML3000 auparavant) fait partie d’une nouvelle classe
d’inhibiteurs mixtes. Elle inhibe la 5-LO et les COXs en agissant comme un analogue
de substrat (Tries et aï., 2002; Laufer, 2001). La Licofelone a la possibilité d’inhiber
simultanément la voie de synthèse des COXs et de la 5-LO de façon équilibrée. En
effet, l’1C50 est de 0,18 tM à 0,23 M pour les COXs et de 0,16 jiM à 0,21 1iM pour
la 5-LO (Laufer et aï., 1994).
Comme il a été mentionné plus haut, les AFNS et les inhibiteurs spécifiques de
COX-2 n’inhibent pas la voie de la 5-LO. Or, il a été démontré que l’inhibition de la
voie de synthèse des COXs pouvait stimuler la voie de la 5-LO, et par conséquent,
accroître la synthèse des leucotriènes, et plus particulièrement celle des LTB4
(Hudson et aÏ., 1993; Kobayashi et al., 1993; Paredes et aï., 2002). Ceci
représenterait le phénomène de « shunt» entre ces deux voies de synthèse. C’est ce
phénomène qui serait en partie responsable, entre autre, des troubles gastro
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intestinaux (Tegeter et al., 2000; Whittle et aÏ., 1985). C’est à ce niveau que la
Licofelone démontre son avantage par rapport aux autres anti-inflammatoires en
empêchant le « shunt », et par le fait même, en réduisant les incidents gastriques. Par
conséquent, la force majeure de la Licofelone est sa plus grande tolérance au niveau
gastrique (Alvaro-Gracia, 2004) tout en étant un anti-inflammatoire efficace (Tries et
al., 2002).
La Licofelone comporte également d’autres effets bénéfiques. Entre autre, elle
possède un effet anti-thrombotique (Celotti et Durand, 2003). Elle permet également
de diminuer les lésions au niveau du cartilage lors de l’inflammation (Jovanovic et
al., 2001; Boileau et al., 2002a; Pelletier et aÏ., 2002; Brune, 2004). Du côté du
système cardiovasculaire, le nouvel anti-inflammatoire mixte ne semble pas causer de
problème. En effet, l’inhibition équilibrée des COXs et de la 5-LO semble prévenir le
déséquilibre entre la synthèse de PGI2 et de TXA2 qu’il est possible de rencontrer
avec les AINS et les inhibiteurs spécifiques de COX-2 (Martel-Pelletier et al., 2003).
Un des effets secondaires de la Licofelone serait le développement de troubles
rénaux (Bannwarth, 2004), mais rien n’est encore sûr. La figure 6 offre un bon










Figure 6 : Inhibition des voies métaboliques de l’AA par les différentes classes d’inhibiteurs. Les
différents types d’anti-inflammatoires ont des actions différentes sur le métabolisme de I’AA. Les
AINS vont inhiber de façon non-sélective la voie des COXs, les inhibiteurs sélectifs de COX-2 vont
inhiber spécifiquement la COX-2 et la Licofelone, un inhibiteur mixte, va inhiber à la fois les COXs et
la 5-LO.
3.4. LE NDGA
Le NDGA est un inhibiteur sélectif des LOs. En effet, cette molécule a la
propriété d’inhiber les 5-, 12- et 15-LO avec tme 1C50 de 0.l8jiM, 5.1tM et 0.lljiM
respectivement (Whitman et al., 2002). Le NDGA inhibe l’activité des LOs par un
mécanisme d’oxido-réduction (Kemai et al., 1987). Cependant, cette molécule a été
retirée du marché puisqu’elle est hépatotoxique, mais elle peut être utilisée in vitro
\
(Evan et Gardner, 1979; Gardner et al., 1987).
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Comme il a été mentionné, l’inflammation de la membrane synoviale est
impliquée dans le développement de l’arthrose. Ceci est dû aux différents médiateurs
lipidiques (PGE2 et LTB4), cytokines, et protéases produits par la MS. Des recherches
récentes ont également démontrées, dans d’autres tissus, l’existence d’un « shunt » de
la voie de synthèse des PGs vers celle des LTs quand la synthèse des PGE2 est
inhibée. Ce phénomène implique donc une augmentation de la synthèse des LTB4. Il
serait donc possible que ce phénomène puisse se produire également au niveau de la
membrane synoviale. En effet, le LTB4 (produit par la MS lors de son inflammation)
est impliqué dans l’accentuation des lésions au niveau du cartilage. Le but de notre
travail était d’élucider les mécanismes biologiques et moléculaires impliqués dans la
production des PGE2 et du LTB4 au sein de la MS. Les différents ANS (Naproxen,
NS-398), les inhibiteurs spécifiques de COX-2 (Vioxx), les inhibiteurs des LOs
(NDGA) et la Licofelone (inhibiteur mixte) nous offrent l’opportunité d’étudier ce
«cross-taÏk» entre les voies de synthèse des COXs et des LOs. En élucidant ce





Tris (Laboratoire Roche, Beauport, Qc)
NaCI (Laboratoire Roche, Beauport, Qc)
Tween-20 (Fisher, Montréal, Qc)
Triton-X100 (Sigma, St-Louis. Mo)
Membrane de nitrocellulose (BioRad, Mississauga, On)
Anticorps anti-COX-2 (Cayman Chemical, Ann Harbor, Mi)
Anticorps anti-lapin (Pierce)
TAMPoNs
T-TBS (iL): 20 mM Tris (2.422 g)
0.15 M NaCI (8.766 g)
Ajuster le pH à 7.5
0.1% Tween-20 (1 mL)
Tampon Tris-NaCI: 2OmM Tris
l5OmM NaCÏ
EXTRACTION DE PROTÉINES
Après l’incubation des explants de MS avec les différents inhibiteurs, ces
derniers sont pesés et conservés dans 1 mL de tampon de Tris-NaC1. Au moment de
l’extraction des protéines, un volume supplémentaire de tampon tris-NaCY est ajouté
(jusqu’à 10 fois la masse de l’expiant). Du Triton (concentration IOOX) est également
ajouté, à raison de 0,3% du volume final de tampon. Les explants sont par la suite
homogénéisés. Les échantillons sont ensuite centrifugés (l2,000g, 15 minutes à 4°C).
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Seul le surnageant est récupéré en faisant attention de ne pas aspirer les lipides à la
surface. Les protéines sont ensuite dosées à l’aide d’un dosage BCA (Pierce BCA
Protein Assay, Rockford, Illinois).
IMMUNOBUVARDAGE
Pour la migration des protéines, 10 ig de protéines sont déposées dans les
puits. Le gel de concentration est de 4% et le gel de résolution est de 10%. La
migration des protéines se fait à 120 Volts pendant 90 minutes. Par la suite, le
transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose se fait à 120 Volts pendant
1 heure à 4°C. Ensuite, un bloquage de la membrane avec 5% de lait dans le tampon
T-TB$ (concentration iX) est effectué toute une nuit à 4°C. Suivant ce bloquage, une
incubation d’une nuit à 4°C est faite avec le premier anticorps (COX-2). L’anticorps
anti-COX-2 est polyclonal. Ensuite, une incubation d’une heure est faite à
température de la pièce avec l’anticorps secondaire (anti-lapin). Par la suite, la
membrane de nitrocellulose est incubée pendant 1 minute avec un réactif
chimioluminescent (Pierce), avant d’être exposée sur un négatif qui est par la suite
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Figure 7 : Résultats complémentaires : effet de la Licofelone sur l’expression de la COX-2. Les














Figure $ : Résultats complémentaires : quantification de l’expression de la COX-2 sous l’effet de
la Licofelone. Les bandes jaunes et les vertes sont des duplicatas d’une même expérience. Les jaunes
correspondent à la première série de bandes de la figure 7 et les vertes à la deuxième série de bandes
de cette même figure.
109M 708M 107M 5X106M 1(ï6M
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Comme il a été décrit plus tôt, il est possible d’induire l’expression de la
COX-2. En effet, les figures 7 et $ représentent différentes stimulations en présence
de LPS, un agent bactérien irritant induisant, entre autre, une augmentation de
l’expression de la COX-2. Après une incubation de 72 heures en présence de LPS,
nous voyons une forte augmentation de l’expression de l’enzyme comparativement au
contrôle. Toujours dans des conditions stimulées, l’ajout de NS-398 (1 iM), un
inhibiteur préférentiel de la COX-2, semble diminuer l’expression de cette dernière.
L’ajout de Licofelone (en plus du NS-398) à des concentrations sous-micromolaires
ne semble pas avoir un très grand effet sur la COX-2, si ce n’est une légère
augmentation de cette enzyme comparativement à l’état stimulé. Il est possible que
ces résultats obtenus avec la Licofelone (1OE9M à 107M) soient dus à l’aspect
hétérogène de la M$. Cependant, avec une concentration de 1 tM (dose
thérapeuthique de la Licofelone) il y a une diminution de l’expression de la COX-2.
Ceci laisse croire que les LTB4 pourraient jouer un rôle dans le contrôle de
l’expression de la COX-2. Une concentration plus élevée de Licofelone (5 iM) cause
une augmentation de l’expression de la COX-2, ce qui pourrait être dû à un effet
irritant de la molécule à des concentrations plus élevées.
48
Leukotriene and prostaglandin synthesis pathways in osteoarthritic
synovial membranes: regulating factors for IL-1t3 synthesis
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ABSTRACT
Objectives: To study the mechanisms responsible for the cross-talk between the
LOX and COX pathways in human osteoarthritic (OA) synovial explants and to
confirm the arachidonic acid (AA) shunting phenomenon and its impact on IL-l
synthesis.
Methods: Synovial membrane explants were cultured in the absence or presence of
different drugs that inhibit COX and/or LOX activities. Levels of PGE2, LTB4,
lipoxin A4, and IL-1f3 were measured.
Resuits: When membrane explants were incubated with naproxen (COX inhibitor),
under unstimuÏated conditions, the production of LTB4 was dose-dependently
enhanced, reaching a 5-fold increase over the control with naproxen (90 ig/ml). This
shunt could be partially reversed by the addition of exogenous PGE2. Under LPS
stimulation, both licofelone (COX/LOX inhibitor) at therapeutic concentrations and
NDGA (LOX inhibitor) inhibited LTB4 production whereas naproxen did not amplify
the LPS-induced LTB4 production. Conversely, by using NDGA, it was found that a
shunt of AA from the LOX to the COX pathway did not occur. Under LPS
conditions, both naproxen and licofelone inhibited LXA4 inducing an increase in the
LTB4/LXA4 ratio with naproxen treatment but not with licofelone. Under these
conditions, naproxen treatment induced a higher level of IL-1 f3 production.
Conclusion: We demonstrated in OA synovium that a shunt from AA to the LOX
pathway occurred and that treatment with a non-selective COX inhibitor could
increase the production of LTB4 and secondarily the synthesis of IL-1 f3. Therefore,
treatment with licofelone, which act on both COX and LOX pathways, may have
some interesting properties in the treatment of OA.
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INTRODUCTION
Osteoartbritis (OA) is the most common of arthritic diseases and is characterized
by progressive loss of articular cartilage due to matrix degradation and repair
mechanisms as wel 1 as remodeling of the subchondral bone and formation of
osteophytes 1-3 $ynovitis is ofien observed and is considered to be secondary to the
changes in the other tissues within the joint. It is a key event in the pathogenesis of
the disease, and it appears to be ftmdamental to the appearance and progression of
cartilage lesions . Synovium has been demonstrated to be one ofthe main sources for
the production of pro-inflammatory mediators, such as interleukin- 1 f3 (IL-1 f3) and
tumor necrosis factor-Œ (TNF-a), which increase cartilage catabolism . These
cytokines stimulate the synthesis and release of lipid mediators, derived from cyclo
oxygenase (COX) and lipoxygenase (LOX) metabolism of arachidonic acid (AA),
such as prostaglandins (P0) and leukotrienes (LTs), which are etiologically
associated with arthritic and inftammatory diseases 8-10
Recently, new studies have focused more particularly on understanding the roles
of LTs. Studies in animal models as well as clinical trials have convincingly shown
the potential of drugs that inhibit LOX-derived LTs in the treatment of rheumatic
diseases 1113 LTs play a major role in the inflammatory process 14-16 They are
synthesized via 5-LOX, an enzyme which requires the presence of the 5-LOX
activating-protein (FLAP) in intact ceils. The activity of 5-LOX is also stimulated by
calcium in intact cells whereas this is flot required in in vitro experiments with broken
cells 17 The last biologically active metabolites ofthe 5-LOX cascade are leukotriene
B4 (LTB4) and the so-called cysteinyl leukotrienes (LTC4, LTD4 and LTE4), which
are all derived from unstable intermediate LTA4 18 LTB4 stimulates the production
and release of pro-inflammatory cytokines from macrophages, lymphocytes and, as
recently discovered, from synovial membrane 10 19
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Lipoxins (lipoxygenase interaction products, LXs) are yet another group of lipid
mediators formed during AA metabolisrn. They are generated during the cellular
interactions, which occur as part of the multicellular host response to inflammation.
LXs are formed by transcellular metabolism from an intermediate derivative (5(6)
epoxytetraene), which gives rise to the metabolically active products LXA4, LXB4 or
1 S(R)HETE for 1 5-epi-LXs (aspirintriggered LXs). They are synthesized flot only via
the 5-LOX pathway but also by the action of two other enzymes, 1 2-LOX and 15-
LOX 20 21 LXs can be considered as stop-signal mediators, which possess anti
inflammatory effects. Tt lias recently been shown that COX and LOX pathways can
interact 16 22 Our group has demonstrated that in human OA osteoblasts, NS398, a
specific COX-2 inhibitor, could induce a shunt from the production of PGE2 to LTB4,
thereby increasing the production of LTB4 23
The present study was performed to explore the presence of an AA shunt in
human OA synovial explants, provide evidence and delineate the mechanisms
responsible for cross-talk between the COX and LOX pathways, and examine the
impact ofthis shunt on the level of IL-Lf3 synthesis. In addition, we studied the effect
of the pharmacological modulation of the COX and/or LOX pathways by drugs,
including N$AIDs with different inhibitory activities.
MATERIALS AND METHOUS
Synovial membrane cultures
Human synovial membranes were obtained from 14 OA patients (aged 66 ± 7,
mean ± SD; M/f 4/11) undergoing arthroplasty of the knee and who had been
diagnosed based on ACR criteria 24 This study was approved by our institutional
ethical and scientific committee. OA synovial membranes were aseptically dissected
completely free from underlying fibrous and adipose tissue under a dissecting
microscope, as previously described o The present study was performed according to
52
previous work done by our unit which estabiished the optimal experimental
conditions under which to study the synthesis of LTB4 and cytokines, such as IL-1f3
and TNFa, in human synovial explants Expiant samples (-200 ± 50 mg, in
dupiicate) were divided randomiy into experimental groups and incubated for 24-3 6
hours (washout period) in expiant cuiture medium [HB-DMEM + 10% fBS + Pen
$trep (100 U/100 tg)] at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO/95%
air prior to experimentation OA synoviai membranes were then incubated in the
presence or absence of inhibitors of either the COX or LOX pathways in HB-DMEM,
containing 0.5% FB$ and antibiotics, during a period of either 72 hours (eicosanoids
and IL-I3 measurements) or 24-72 hours (RNA analysis). for eicosanoid
measurements, ionomycin (Calbiochem-Novabiochem, La Joua, CA, USA), at a final
concentration of 20 nM, was added 24 hours before the end of incubation.
The effects of drugs acting at different leveis of the arachidonic pathway
[naproxen (Sigma), rofecoxib, NS 398 (Calbiochem), licofelone (Merckle GmbH),
nordihydro-guaiaretic acid (NDGA, Cayman Chemical) and fR 122047 (Tocris)J
were investigated. Indeed, naproxen is an inhibitor of both COX- 1 and COX-2, while
rofecoxib and NS39$ are COX-2 specific inhibitors. Licofelone biocks COX-1 and
COX-2 but also 5-LOX. NDGA is a broad inhibitor of5-LOX, 12-LOX and 15-LOX.
fR 122047 is a COX-1 specific inhibitor.
Eicosanoids and IL-1f3 measurements
Measurements of PGE2, LTB4, (fIA, Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA),
lipoxin A4 (EIA, Lexington, KY, USA), and IL-1r3 (ELISA, R&D Systems,




RNA extraction. Osteoarthritic synovial membranes were homogenized in Trizol
reagent (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) and total RNAs were extracted with
some modifications, according to a previously described protocol 25 Briefly, a first
centrifugation was done before the addition of chloroform to eliminate debris. Then,
the supematant was mixed with chloroform, cooled at 4°C for 5 mm, and centrifuged
(12,000g, 10 min at 4°C). The aqueous phase was transferred to a new tube and
precipitated with one volume of isopropyl alcohol overnight at -20°C. Afier
centrifugation (1 2,000g, 15 min at 4°C), the pellet was suspended in water. RNA was
quantitated by RiboGreen® RNA quantitation reagent (Molecular Probe, Eugene, OR,
USA).
RT-PCR. Two tg of total RNA were used in the RT-PCR reaction. The assay was
carried out in a Gene ATAQ controller (Amersham Pharmacia Biotech, Bale d’Urfé,
QC, Canada). The RNA was converted into a single stranded DNA with 50 units of
M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen) in 20 jil of reaction mixture containing 10
mM Tris-HC1 pH 8.3, 50 mM KC1, 5 mM MgC12, 1 mM of each dNTP (Amersham
Pharmacia Biotech), 2.5 1iM random hexamers (Amersham Pharmacia Biotech), and
20 units RNA inhibitor. The mixture was incubated at 42°C for 45 min and at 99°C
for 5 min. Real-time PCR on a Gene Amp 5700 Sequence Detector System (Applied
Bio$ystems, foster City, CA) was performed in a total volume of 50 d in the
presence of 100 ng of cDNA (samples, external standards or water). MgC12 was
added to a final concentration of 2 mM, each oligonucleotide primer added to a final
concentration of 100 nM and the SYBR® Green core reagents added according to the
manufacturer’s instructions (Applied BioSystems). To avoid sample contamination
from previous amplifications, an initial step with AmpErase UNG was performed for
2 min at 50°C followed by an AmpErase inactivation (10 min at 95°C). PCR was
performed with an initial step for 5 min at 95°C followed by 40 cycles of 15 sec at
95°C and 1 min at 60°C. We verified that a single peak was obtained for each product
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using the Gene Amp 5700 Sequence Detector System software. PCR primers
for 5-LOX were sense 5’-CTGTTCCTGGGCATGTACCC and antisense 5’-
GACATCTATCAGTGGTCGTG. These primers produced a 467 bp amplified
fragment. Specific primers for fLAP were sense 5’TCTACACTGCCAACCAGAAC
and antisense 5-ACGGACATGAGGAACAGG, which gave a 223 bp amplified
fragment. for GAPDH, used as a hotisekeeper gene, the sense primer was 5’-
CAGAACATCATCCCTGCCTCT, which colTesponded to the position 604-624 bp;
the antisense primer was 5’-GCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG and conesponded
to the position 901-922 of the published sequence 26 Primers were synthesized by
Medicorp (Montreal, QC, Canada).
Statistical analysis
Data are expressed as mean + SEM. Mann-Whitney tests were performed to
assess differences between groups with resuits ofp<0.05 considered significant.
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RESULTS
Previously, it was shown that synovial explants produced LTB4, which could
subsequently regulate both IL-I3 and TNf production 1027 As cytokines, particularly
IL-1f3, are important for the development of OA, we investigated whether NSAIDs
could regulate synovial membrane-produced LTB4. Among the different drugs tested,
only naproxen induced a dose-dependent increase in the production of LYB4 under
unstimulated conditions reaching a 5-fold increase. None of the other drugs changed
the basal levels of LTB4 (figure 1 A). Moreover, incubation of synovial membranes
with either Ï iM ofrofecoxib (COX-2 specific inhibitor) or with 1 1.iM ofFR 122047
(COX-I specific inhibitor) did not modulate LTB4 production under the same
experimental conditions (data flot shown). The apparent inefficacy of licofelone or
NDGA at reducing the level of LTB4 in the absence of naproxen could be explained
by the extremely small amount of LTB4 produced under unstimulated conditions.
Indeed, the amounts found in the basal levels in the absence of naproxen were very
close to the limit of detection of the assay. However, upon stimulation by LP$ (1
ig/ml), LTB4 production in explants was greatly stimulated and both licofelone and
NDGA inhibited the LPS-stimulated LTB4 production demonstrating the 5-LOX
inhibitory activity of these compounds using our system (figure 2A). Under
stimulated conditions, naproxen did not enhance LTB4 production. Under both basal
and LP$-stimulated conditions, all NSAIDs inhibited PGE2 production while NDGA
had no effect (figure lB and figure 23). On the other hand, NS398 had no effect on
LPS-stimulated LTB4 production (figure 2A).
As naproxen is a potent COX inhibitor, our results also suggested that PGE2 could
possibly regulate LTB4 production. To investigate this hypothesis, naproxen-treated
synovial membranes were incubated with exogenous PGE2 (1 nM - 100 nM). Data
showed that PGE2 could partially inhibit the naproxen-induced increase of LTB4
production. A PGE2 concentration as low as 1 nM was effective and statistically
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significant, and a maximum of 50% of inhibition was reached with 10 nM of PGE2
(figure 3).
Furtherrnore, we investigated whether naproxen and PGE2 modified the
expression of 5-LOX and FLAP, the two enzymes involved in LTB4 production.
These experiments were performed using real-time PCR, and the expression of 5-
LOX and fLAP was measured at 24, 4$ or 72 hours. No variation from baseline in
the expression of either 5-LOX or FLAP messengers was noticed when synovial
membranes were treated with naproxen alone or in combination with PGE2 (data not
shown).
Other LOX products such as LXs have been demonstrated to have anti
inflammatory properties 16 22 Lipoxin A4 lias been shown to be implicated in the
resolution of inflammation 28 Therefore, the following experiments were conducted
to evaluate whether the shunt of AA to the LOX pathway might have an impact on
the production of LXA4. Under unstimulated conditions, naproxen, at a concentration,
which strongly stimulated LTB4 production (90 ig/ml), had no effect on LXA4 levels
(figure 4A). In contrast, licofelone strongly inhibited LXA4 synthesis. Under LPS
stimulation, LXA4 production was downregulated with naproxen and licofelone
(figure 43). When we calculated the LTB4/LXA4 ratio under either unstimulated
(figure SA) or LPS-stimulated (figure 53) conditions, our results showed an increase
of this ratio with naproxen, which would favor the inftammatory process. For its part,
licofelone kept the LTB4/LXA4 ratio to the control level.
As LTB4 was previously shown to stimulate cytokine synthesis, we investigated
whether naproxen could upregulate IL-1 f3 syntliesis. Under unstimulated conditions,
no increase in IL-If3 synthesis was noticed (data not shown). However, under LPS
stimulated conditions, both naproxen concentrations induced an overproduction of
IL-1 f3 whereas licofelone had no effect (figure 6).
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DISCUSSION
In this study, we demonstrated the capacity of NSAIDs that inhibit both COX-1
and COX-2 to induce a shunt of AA from the COX to the LOX pathway in OA
synovial membranes. This shunting phenomenon was associated with an upregulation
in IL-1f3 synthesis. The regulation of this shunt may be at the post-transcriptional or
posttransductional level of 5-LOX and FLAP. The addition of exogenous PGE2
significantly reversed the naproxen effect. By contrast, specific COX-2 inhibitors
(rofecoxib, NS398) did not induce such a shunt. By using NDGA, a 5-, 12- and 15-
LOX inhibitor, and measuring PGE2 levels, we showed that a shunt of AA from the
LOX to the COX pathway did flot exist in synovial membranes. Moreover, treatment
with naproxen increased the LTB4/LXA4 ratio, thus favoring the inflammation
process. Unlike naproxen and as expected, licofelone, which is a dual inhibitor of
COX and LOX pathways. decreased levels of PGE2, LTB4 and lipoxins and
prevented the over-expression of IL-Tf3 under LPS stimulation.
The finding that LP$-stimulated synovial explants did not produce higher levels
of LTB4 in the presence of naproxen could likely be explained by the fact that
maximum production was already achieved likely because of the limited amount of 5-
LOX. As a matter of fact, both naproxen and LPS induced a 5-fold increase of LTB4
production under the present study’s experimental conditions. 5-LOX produced
LTA4, which in return covalently binds and dose dependently inactivates 5-LOX. It
has been estimated that each enzyme can catalyze approximately 500 reactions before
becoming inactive 29 30 The naproxen-induced LTB4 production was regulated at the
post-transcriptional level since neither 5-LOX nor FLAP mRNA levels were
modulated. In general, the regulation of 5-LOX and FLAP genes appears similar,
reflecting the dual requirement for LTB4 production 31 However, exceptions to this
coordinated expression exist. For example, differentiation of HL-60 ceils into
granulocyte-like celis with DMSO resuits in a concurrent increase in 5-LOX and
FLAP mRNA, while differentiation with phorbol esters toward a macrophage-like
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celi une resuits in an increase of FLAP but not in 5-LOX 32• from our model, it can
be hypothesized that 5-LOX and fLAP messengers might be regulated at a post
transcriptional level. Indeed, 5-LOX expression is compiex and also involves control
mechanisms for mRNA stabiiity, mRNA translation, enzyme transiocation, substrate
availability, co-factor availability and enzyme activation . Moreover, LTB4
synthase, another enzyme invoived in LTB production, could also be reguiated. The
presence of several different celi types in the synovial membrane increases the
difficuity to discover precisely which enzyme and which level of regulation were
clearly involved. These several possibilities raise a complex question, which is
currently under investigation in our laboratory.
PGE2 was found to partially downregulate the naproxen-induced LTB4
production. It is important to note that the PGE2 concentration found in the OA
synovium was 0.5 to 3 iM and therefore, the exogenous concentrations of PGE2
added were stiil below the pathological concentrations. The PGE2 effect might occur
through the inhibition of 5-LOX activity. Levy et ai 28 recentiy showed that PGE2
inhibited LTB4 production in human polymorphonuclear cells (PMN), and that this
production couid be rescued with the addition of LTA4 indicating that the inhibition
of LTB4 biosynthesis by PGE2 occurred via 5-LOX inactivation. They also
demonstrated that the inhibition did flot resuit from inactivation of either cytosolic
phospholipase A2 or LTA4 hydrolase 28 Nevertheless, it seems likeiy that another
pathway, flot yet identffied, regulating LTB4 production may exist in our synovial
expiant culture modei under treatment with naproxen. Among different possibilities,
one could suggest that naproxen acts via the peroxisome proiiferator-activated
receptor (PPAR) system. Since PPAR-y isoform is very sensitive to activation by
naproxen (10 tM or 2.5 tg/ml) the concentration ofthe drug used in the present
study could have activated PPAR-y.
The resuits obtained with NS398 in the present study are in certain aspects
simiiar and in other aspects different from previous reports. On one hand, NS398
59
under LPS stimulation confirrns the findings of an absence in decrease in LTB4
production as described by He at al ‘° On the other hand, NS398 did not induce the
shunt which was previously reported in osteoblasts 23 The latter resuits may be
explained by a differential role played by the different COXs. Studies on COX-2
specific inhibitors have shown that COX-2 activity is of the utmost importance in the
homeostasis of bone under normal conditions 36 Furthermore, throughout the
present study we could not dernonstrate a shunt in the presence of a COX-1 specific
inhibitor alone (FR 122047). These resuits support the concept that only a complete
suppression of PGE2 production by a dual inhibition of COXs with naproxen
treatment could induce the shunt. This is supported by the experiments showing that
even very low concentration of exogenous PGE2 (1 - 10 nM) could reverse at least
partially the shunt. This finding also conoborates the important role played by COX
1 activity in regulating the AA pooi in synovial membranes under unstimulated
conditions.
Conversion into LXs, and more particularly into LXA4 and LXB4 in mammalians
is another metabolic route for AA. Lipoxins are generated during celi-ceil interactions
and serve as braking signais of inflammation 21 In this study, we showed that under
basal conditions, naproxen had no effect on LXA4 production. In contrast, naproxen
inhibited the LPS-induced LXA4 production suggesting an obvious differential
regulation of LXA4 under both basal and stimulated conditions. Jndeed, it is well
known that LPS activates numerous intracellular signaling routes that could be PGE2
dependent. Although speculative, one might suggest that under LP$-stimulated
conditions, the increase of LXA4 production was related to an upregulation of the 15-
LOX expression by PGE2, as demonstrated by Levy et al 28 This finding is also
supported by the experiments showing that LXA4 production was also inhibited by
NS39$ under these conditions. Perhaps the most relevant fact was that the
LTB4/LXA4 ratio increascd with naproxen, an increase that couid cause an imbaiance
in the response of celis to each component. This imbaiance is ofparticular importance
in joint diseases, since LXA4 was previously shown to inhibit IL-l[3-induced IL-6, IL-
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$ and metalloproteinase-3 production in human synovial fibroblasts and enhance
synthesis of tissue inhibitors of metalloproteinases In summary, it could be
hypothesized that in the absence of inflammation, the intake of naproxen may lead to
an overproduction of LTB4, which wouÏd induce in a chronic basis an inftammatory
process in the joint (figure 7). In the presence of inflammation, the intake ofnaproxen
would downregulate the LXA4 production and increase the LTB4/LXA4 ratio, which
would create an environment favorable to creating a pro-inflammatory condition.
Previous studies have shown that LTB4 can modulate the synthesis of IL-l f3 in
synovial explants 10 19 39• It was therefore most relevant to investigate whether or not
the upregulation of LTB4 induced by naproxen had an impact on the level of IL-If3
synthesis. In fact, IL-1 f3 synthesis increased only by co-incubating naproxen and LPS.
There are several possible explanations for these results. f irst, in our culture system,
LTB4 production was approximately 10 to 30 pM with either naproxen or LPS
stimulation, which concurs with the concept that LTA4 limits 5-LOX activity
29 30
This level is however 10 to 100 times lower than that found by He ct al
‘°. The
difference could be due to the ionophores used. Indeed, we chose to use only
ionomycin whereas the study of He et al used the combination of ionomycin and
thapsigargin 10 a combination which may have mobilized a higher level of
intracellular Ca2 and activated both nuclear and cytosolic 5-LOX, since 5-LOX lias
been described in cytosol and nuclei. It is possible that ionomycin alone induced only
the activity of the cytosolic 5-LOX Nevertlieless, tlie level of LTB4 production
found in the present study is in agreement with that previously found in arthritic
synovial fluids 4041 Therefore, although two preceding studies have shown that LTB4
induce the synthesis of IL-1f3 1039 the concentrations used were high (i0 and
1 0 M) and could have recruited other signaling pathways also present when the
synovium was stimulated with LPS. On the other hand, IL-1 production could be
regulated at the transcriptional, post-transcriptional (mRNA stability), transiational
and post-translational (protein maturation) level. Under unstimulated conditions,
LTB4 alone could not stimulate IL-1 synthesis. In contrast under LPS stimulation,
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which mimics inftammatory conditions and activates numerous signaling pathways,
LTB4 acts as a cofactor ofone ofthese pathways, hence enhancing IL-1 production. It
is flot the first time that eicosanoids such as LTB4 have been demonstrated to have
differential effects under basal and stimulated conditions. faour ct al showed that
PGE2 and LTB4 can reverse N$39$-dependent inhibition of IL-1 Ç3-induced COX-2
expression but have no effect in quiescent unstimulated synovial fibroblasts
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Another aspect of LPS stimulation was demonstrated by Jiang et al who argued that
the LPS stimulation pathway may overcome the PPAR-y pathway in OA synovial
membranes Overail, as the main difference between the effect of naproxen and
licofelone relate to the capacity of inhibiting LTB4 production, these findings suggest
that under the actual experimental conditions, LTB4 is an important cofactor in the
synthesis ofIL-1f3 in OA synovium.
In summary, this study shows that the COX pathways generally metabolize AA in
OA synovial explants. However, in certain circumstances of PGE2 depletion
provoked by drugs that inhibit both COX-1 and COX-2 enzymes, a shunt occurs from
the COX to the LOX pathway. This phenomenon induces an excess production of
LTB4 as welÏ as an increase in the ratio of LT34/LXA4 and leads to an increased
production of IL-113, a cytokine known to play a major role in the pathophysiology of
OA. By controlling simultaneously both PGE2 and LTB4 production, licofelone is an
interesting new drug, which may present advantages for the treatment of OA
treatment because of its capacity to inhibit this shunt.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1: Production of LTB4 (lA) and PGE2 (13) by hurnan OA synovial
membrane explants under unstimulated conditions, incubated for 72 hours at 37°C in
the absence (control) or presence of different NSALDs (naproxen, a COX-1 and
COX-2 inhibitor; licofelone. a COX-l, COX-2 and 5-LOX inhibitor; NS398, a COX
2 specific inhibitor and NDGA, a 5-LOX, 12-LOX and 15-LOX inhibitor). LTB4 data
were norrnalized to naproxen (90 pg/m1) whereas PGE2 data were normalized to
control. Values are the mean + SEM from 6-8 independent experiments.
Figure 2: Production of LTB4 (2A) and PGE2 (23) by human OA synovial
membrane explants which were incubated for 72 hours at 37°C in the absence (-) or
presence (+) of LPS (1 tg/ml) See figure 1 for experimental conditions. LTB4 data
were normalized to LPS stimulation (LPS +) whereas PGE2 data were normalized to
control. Values are the mean ± SEM from 3-6 independent experiments.
Figure 3: Reversibility on naproxen-induced LTB4 production by PGE2. Explants
were incubated for 72 hours at 37°C in the absence (-) or presence (+) of naproxen
(90 tg/ml) in combination with various concentrations of PGE2 (1-100 nM). Resuits
were normalized to naproxen-induced release of LTB4. Values are the mean + SEM
from 4-6 independent experiments.
Figure 4: Production of LXA4 by human OA synovial membrane explants under
unstimulated (4A) or LPS-stimulated conditions (4B). Explants were incubated for 72
hours at 37°C in the absence (-) or presence (+) of LPS (1 ig/ml). Results were
normalized to the control (4A) or to LPS stimulation (LPS +) (5B). Values are the
mean + SEM from 4-6 independent experiments.
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Figure 5: Ratio of LTB4/LXA4 production by human OA synovial membrane
explants under unstimulated (5A) or LPS-stimulated conditions (5B). Explants were
incubated for 72 hours at 37°C in the absence (-) of LPS (1 ig/ml) or co-incubated
with LPS (+) and either naproxen or licofelone. Values are the mean ± SEM from 4-5
independent experiments.
Figure 6: Production of IL-1 f3 by human OA synovial membrane explants under
LPS-stimulated conditions (411). Explants were incubated for 72 hours at 37°C in the
absence (-) of LP$ (1 g/ml) or co-incubated with LP$ (+) and either naproxen or
licofelone. Resuits were normalized to LPS stimulation (LPS +). Values are the mean
± SEM from 3-6 independent experiments.
Figure 7: Schematic representation of arachidonic acid (AA) shunt in the presence of
naproxen. In the absence of naproxen, free AA is mainly used by the COX pathway.
Conversely, by inhibiting the COXs and by an unidentified pathway, naproxen directs
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All’JS ET MÉTABOLSIME DES PGE2
Notre étude a démontré que les AFNS (naproxen), le NS-39$ (inhibiteur
spécifique de COX-2), les inhibiteurs de sélectifs de COX-2 (Vioxx) et les inhibiteurs
mixtes (Licofelone) sont effectivement en mesure d’inhiber la synthèse des PGE2
dans les membranes synoviales arthrosiques humaines. En effet, une forte inhibition a
été notée tant dans les conditions basales que dans les conditions stimulées (en
présence de LPS). En regardant du côté de l’expression de la COX-2, nous voyons
une augmentation de celle-ci en présence de LPS ce qui confirme le fait que la COX
2 soit inductible. De plus, comme il a été décrit dans la littérature, l’ajout de NS-398
dans des conditions stimulées fait en sorte de diminuer l’expression de la COX-2 (Di
Battista et al., 2001). Cependant, il est intéressant de constater que la Licofelone, à
une concentration de 1 iM, est en mesure d’inhiber encore plus efficacement
l’expression de la COX-2. Puisque que cette molécule bloque la synthèse de LTB4,
ceci nous laisse croire que les LTB4 joueraient un rôle dans la régulation de
l’expression de la COX-2.
MÉTABoLISME DU LTB4 ET SHUNT
La production de LTB4 dans notre modèle expérimental se situe entre 10 pM
et 30 pM en présence de naproxen ou de LPS. Ce niveau de production est toutefois
10 à 100 fois moins élevé que celui trouvé par He et al (2002). Cette différence
pourrait s’expliquer par le type d’ionophore utilisé pour faire entrer le calcium dans
les cellules. Dans notre étude, nous avons utilisé la ionornycine tandis que He et al.
(2002) ont utilisé la iomomycine en combinaison avec la thapsigargin. Ceci aurait pu
2+avoir comme effet d augmenter d avantage la quantite de Ca ayant pu entrer dans
les cellules, activant ainsi à la fois les 5-LO nucléaires et cytosoliques. Il se peut que
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la ionomycine seule puisse seulement activer la 5-LO cytosolique (Silverman et
Drazen, 1999). Cependant, les concentrations de LTB4 retrouvées dans notre étude
sont proches de celles retrouvées dans le liquide synovial arthrosique (Atik, 1990;
Prete et Gurakar-Osborne, 1997).
Dans les conditions non-stimulées, la synthèse de LTB4 ne semble pas être
affectée ni par la Licofelone, ni par le NS-398. Il en est de même pour le NDGA
(inhibiteur des LOs). Il est normal d’obtenir ce résultat pour le NS-39$ puisqu’il est
en mesure d’inhiber les COXs seulement (préférentiellement la COX-2). Cependant,
qu’en est-il de la Licofelone et du NDGA? La faible quantité de LTB4 au niveau basal
serait responsable de ce phénomène. En effet, la quantité de LTB4 se trouvait à la
limite de détection de la trousse de dosage, rendant une diminution de concentration
pratiquement invisible. Il y a également le fait que la courbe standard de la trousse de
dosage est une sigmoïde dont l’extrémité des faibles concentrations s’arrête à 3.9
pg/mL. En effet, la courbe tend vers zéro, mais par définition, elle ne pourra jamais
l’atteindre. Ceci fait en sorte que les concentrations de LTB4 se situant entre O et 3.9
pg/mL seraient, en réalité, nulles. Il en est tout autrement avec le naproxen dans les
mêmes conditions (non-stimulées). En effet, l’ajout du naproxen cause une
augmentation remarquable de la synthèse de LTB4. Ceci représenterait le phénomène
de « shunt ». Donc, les PGE2 seraient des candidates potentielles pour la régulation de
la synthèse de LTB4. Dans des conditions stimulées (en présence de LPS), la quantité
de LTB4 produite est plus importante et ceci nous permet de voir une inhibition
efficace de la synthèse de LTB4 par la Licofelone et le NDGA, soit une réduction de
la synthèse de LTB4 de 80% à 90% et d’environ 50% respectivement.
RÉVERSIBILITÉ DU SHUNT
Les résultats nous montrent que l’ajout de PGE2 exogènes peut diminuer
partiellement la synthèse de LTB4 induite par le naproxen. En effets, de petites
quantités de PGE2 exogènes (1 à 10 nM) peuvent atténuer le «shunt». Par le fait
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même, ceci nous démontre la puissante régulation des PGE2 sur la synthèse du LTB4.
Il est cependant important de noter que la concentration de PGE2 retrouvée dans la
M$ non-stimulée en culture varie entre 0.5 .iM et 3 j.iM.. La concentration de PGE2
exogène ajoutée se trouve donc toujours en-deça des concentrations retrouvées dans
la pathologie. Ces niveaux élevés de PGE2 retrouvés dans l’arthrose pourraient
s’expliquer par une stimulation de la synthèse de ces médiateurs lipidiques par la
cytokine IL-1 $ (futani et aÏ., 2002). Cette voie n’a toutefois pas été étudiée dans
notre modèle expérimental. En temps normal (en absence d’inflammation), nous
voyons que la M$ produit très peu ou pas de LTB4. En effet, c’est seulement avec
l’abolition totale de la synthèse des PGE2 (grâce au naproxen) qu’il est possible
d’avoir une augmentation significative de la synthèse de LTB4 en absence de
stimulation.
Le mécanisme d’action des PGE2 semble passer par l’inhibition de l’activité
de la 5-LO. En effet, Levy et aÏ. (2001) ont démontré que les PGE2 pouvaient
diminuer la production de LTB4 dans les PMN humains. Cette diminution pouvait
toutefois être levée en ajoutant du LTA4, indiquant que l’inhibition de la synthèse des
LTB4 par les PGE2 pouvait se faire par l’inactivation de la 5-LO. Il a également été
démontré par le même groupe que cette inhibition n’est pas le résultat d’une
inactivation de la PLA2, ni de la LTB4 synthase. Certaines études ont démontré que
l’inhibition de la synthèse de LTB4 par les PGE2 pouvait passer par la cytokine IL-10.
En effet, les PGE2 sont en mesure d’activer l’IL-lO qui elle, inhibe la synthèse de
LTB4 (Harizi et al., 2003). Par conséquent, il aurait été intéressant d’étudier ce
mécanisme dans la MS arthrosique humaine lors de notre étude. Si nous regardons du
côté de la FLAP, nous voyons que cette dernière ne semble pas être très impliquée
dans le «shunt». En effet, nous n’avons vu aucune variation de son expression par
PCR quantitatif. Il n’existe pratiquement pas de littérature à ce sujet et par
conséquent, des études devraient se pencher sur cette protéine bien qu’elle ne soit pas
limitante.
80
Toutefois, il semble y avoir une autre voie de régulation pour la synthèse de
LTB4 lorsque le naproxen est utilisé. Il est effectivement suggéré que le naproxen
puisse agir via le «peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) system ». En
effet, l’isoforme PPAR-y peut être activée facilement par le naproxen (10 p.M ou 2,5
p.g/mL) (Jaradat et al., 2001). Notons que la concentration de naproxen utilisée dans
nos expériences (90 .ig/rnL) est semblable à la concentration retrouvée dans le fluide
synovial d’un patient prenant 500 mg de naproxen deux fois par jour. Par conséquent,
il serait possible que la concentration de naproxen utilisée lors de nos expériences ait
pu activer l’isoforme PPAR-y.
LE SHUNT ET SA RÉGULATION DANS DES CONDITIONS STIMULÉES
Nos recherches ont également démontré que le «shunt» induit par le
naproxen n’était pas possible en présence de LP$. En effet, le LPS semble stimuler
toutes les voies de synthèse de l’AA. Par conséquent, la production maximale serait
déjà établie, rendant un « shunt» impossible. L’hypothèse de l’effet limitant de la
PLA2 peut être écartée dès le début car une stimulation par le LPS induit une
augmentation de synthèse des PGE2 et des LTB4, ce qui utilise tout l’AA. Par
conséquent, une inhibition des COXs par le naproxen devrait rediriger l’AA vers la
voie de la 5-LO et induire une augmentation de synthèse de LTB4. Toutefois, nos
résultats nous montrent plutôt que la synthèse de LTB4 en présence de LPS et de
naproxen n’augmente pas. Ceci nous laisse croire que la 5-LO pourrait être lirnitante.
L’absence de « shunt» (dans les conditions stimulées) pourrait alors être due
à la quantité limitée de 5-LO présente. Dans les conditions expérimentales dans
lesquelles nous avons travaillé, le naroxen et le LPS étaient en mesure d’augmenter
de 5 fois la synthèse de LTB4. Ceci démontre la production de LTB4 par la MS dans
chacune des conditions (stimulée et non-stimulée), tel que démontré par He et aï.
(2002). Un fait pouvant expliquer la quantité limitée de 5-LO serait que le LTA4
produit par cette enzyme peut se lier de façon covalente à cette dernière et l’inactiver.
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Il a été également estimé que chaque enzyme peut catalyser près de 500 réactions
avant d’être inactivée (Schewe et al., 1986; Router et Samuelsson, 1990). D’après nos
résultats, il semble que la synthèse de LYB4 induite par le naproxen (dans la MS) soit
régulée de façon post-transcriptionnelle et qu’elle ne dépende ni d’une variation de
l’expression de la 5-LO, ni d’une variation de l’expression de la FLAP. Dans la
littérature, il est mentionné qu’en général, ces deux protéines sont conjointement
impliquées dans la synthèse de LTB4 car en effet, leurs gènes sont habituellement
régulés de façon similaire (Reid et aÏ., 1990). Dans notre modèle expérimental, il est
possible que la 5-LO et la FLAP soient régulées de façon post-transcriptionnelle
puisque les niveaux d’ARNrn de la ces enzymes n’ont pas été modifiés. L’expression
de la 5-LO est complèxe et implique des mécanismes de contrôle pour la stabilité de
l’ARNm, la transcription, la translocation de l’enzyme, la disponibilité de l’AA, la
disponibilité de la FLAP et l’activation de l’enzyme (Silverman et Drazen, 1999). De
plus, dans notre modèle expérimental, la LTB4 synthase pourrait également être
régulée.
La nature multicellulaire de la MS rend la recherche de l’enzyme responsable
et du niveau de contrôle est très comiiquée. Il serait alors tentant de travailler avec
une ligné cellulaire issue de la membrane synoviale. Cependant, la composition
hétérogène de la MS et l’existence d’intéractions entre les cellules de la MS ou avec
les cellules infiltrantes rendent impossible une tentative comme celle-ci. Un exemple
d’interaction entre les cellules serait la synthèse de LXA4, phénomène dans lequel le
LTA4 produit par la 5-LO des PMN infiltrants est transformé en lipoxines par la 15-
LO des cellules du tissu inflammé. Donc, travailler sur une lignée cellulaire ne serait
pas représentatif de la MS en entier et encore moins représentatif des conditions in
vivo.
Et si ce n’était pas le niveau d’expression de la 5-LO qui était responsable des
fluctuations dans la synthèse de LTB4. En effet, comme il a été mentionné, il est
possible que la LTB4 synthase soit régulée dans la synthèse de LTB4. Il faudrait alors
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vérifier le niveau de régulation réel de la LTB4 synthase. Pour se faire, il faudrait
inhiber totalement l’activité de la PLA2 pour s’assurer qu’il n’y aura pas production
d’AA. Ce n’est qu’à ce moment que nous pourrions voir la régulation de la LTB4
synthase au niveau de son activité et de son expression. En ajoutant du LTA4
exogène, nous pourrions mesurer l’activité de la LTB4 synthase en effecuant un
dosage des LTB4 produits. De plus, il serait également approprié de vérifier l’effet
des PGE2 et des LTB4 exogènes sur l’activité de la LTB4 synthase. En utilisant la RT
PCR, il serait intéressant de voir si le LP$ et les différents inhibiteurs qui ont servi au
cours de nos expériences pourraient moduler l’expression de la LTB4 synthase.
Cependant, la nature instable du LTA4 fait en sorte qu’il serait difficile de réaliser ces
manipulations. Il serait alors possible de se tourner vers un composé analogue
stabilisé afin de remplacer le LTA4.
INHIBITION TOTALE DES COX5 POUR AVOIR LE SHUNT
Un autre fait intéressant qu’il a été possible de voir avec nos résultats est que
parmi les molécules inhibant les COXs, que nous avons utilisés pour nos expériences,
seul le naproxen pouvait induire le « shunt ». Pour la Licofelone c’est logique car il
inhibe également la voie de la 5-LO. Pour le NS-398, certains résultats sont
semblables avec les études passées et d’autres sont différents. En effet, nos résultats
ont démontré une absence de diminution dans la synthèse de LTB4 dans des
conditions stimulées (en présence de LPS) tout comme l’avait décrit He et al. (2002).
Cependant, le NS-398 et le Vioxx n’ont pas été en mesure d’induire un «shunt»
comme il a déjà été démontré dans les ostéoblastes (Paredes et aÏ., 2002). L’absence
de «shunt» pourrait s’expliquer par les rôles différents qu’ont les deux isoformes de
la COX. Les études sur les inhibiteurs spécifiques de la COX-2 ont démontré que
l’activité de la COX-2 est d’une grande importance dans le maintien de l’homéostasie
de l’os dans des conditions normales (Zhang et aï., 2001; Zhang et aÏ., 2002). De
plus, le FR122047 (inhibiteur spécifique de la COX-1), n’a pas été en mesure
d’induire un « shunt ». Ceci laisse sous-entendre que seule une inhibition complète de
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la synthèse des PGE2, en bloquant l’activité des deux isoformes de la COX à la fois,
pourrait induire le «shunt». Ceci est en accord avec le fait que des petites quantités
de PGE2 exogène (1 à 10 nM) peuvent atténuer le «shunt». Par le fait même, ceci
nous démontrerait la puissante régulation des PGE2 dans la synthèse des LTB4. Nos
résultats viennent corroborer le rôle important joué par la COX-1 dans la régulation
du stock d’AA dans la MS en absence de stimulation. Auparavant, l’emphase était
plutôt portée sur la COX-2 étant donné son aspect inductible lors de l’inflammation.
Un test supplémentaire pourrait démontrer hors de tout doute raisonnable le fait que
l’inhibition totale des COXs est nécessaire pour avoir le «shunt». En effet, en
suivant notre hypothèse, la combinaison du FR122047 avec un inhibiteur spécifique
de la COX-2 (NS-398 ou le Vioxx) devrait théoriquement avoir le même effet que le
naproxen, soit induire le « shunt ». Ceci permettrait également d’éliminer l’hypothèse
faisant intervenir un mécanisme PPAR-y dépendant.
LE SHUNT DE LA 5-LO VERS LES COXs
Nos résultats avec le NDGA nous ont permis de tirer d’autres conclusions à
propos du «cross-talk» entre la voie de synthèse des COXs et celle des LOs. Dans
un premier temps, le NDGA (un inhibiteur des 5-, 12- et 15-LO) ne semble pas
inhiber la synthèse de LTB4 dans des conditions non-stimulées. Comme il a été
mentionné plus haut, la faible concentration des LTB4 au niveau basal (à la limite de
détection de la trousse d’analyse) explique ce phénomène. Cependant, dans des
conditions stimulées, le NDGA réussit à diminuer la synthèse de LTB4 de 50%. Il est
intéressant de noter que la Licofelone inhibe plus efficacement la synthèse de LTB4
dans les mêmes conditions. Puisque la Licofelone est un inhibiteur mixte et qu’elle
peut inhiber plus efficacement la synthèse de LTB4 que le NDGA, il serait intéressant
de voir si la combinaison de NDGA avec le naproxen nous permettrait d’obtenir le
même niveau d’inhibition que la Licofelone. Ceci pourrait également confirmer
l’implication des PGE2 dans la régulation de la synthèse des LTB4. Dans un autre
ordre d’idée, il a été démontré par nos résultats qu’il n’existe pas de « shunt» de la
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voie de la 5-LO vers celle des COXs. Ceci est intéressant car il serait logique de
croire que ce phénomène aurait pu avoir lieu puisqu’il est possible de l’induire dans
le sens inverse (de la voie des COXs vers celle de la 5-LO). Cette absence de
«shunt» dans des conditions basales pourrait s’expliquer par le faible niveau de
synthèse des LTB4. Par le fait même, ceci pourrait nous démontrer l’utilisation
préférentielle de l’AA par les COXs pour ta synthèse des PGE2.
LES INHIBITEURS ET LA LXA4
La synthèse des lipoxines est une nouvelle voie métabolique de l’AA qui a été
récemment découverte. Ces médiateurs sont synthétisés lors d’intéractions
intercellulaires et auraient la propriété de freiner l’inflammation (Serhan, 1997; Brady
et $erhan, 1996). Nos résultats ont permis de montrer que dans des conditions
basales, le naproxen n’a aucun effet sur la synthèse de LXA4. Cependant, dans des
conditions stimulées, nous assistons à une diminution de la synthèse de LXA4 en
présence de naproxen. Ceci nous indique que dans des conditions basales, la synthèse
de LXA4 dépend principalement de la 5-LO activée. Il en est tout autrement dans des
conditions stimulées. En effet, il est connu que le LPS est en mesure d’activer de
nombreuses voies métaboliques intracellulaires qui seraient régulées par la PGE2. Il a
été démontré que l’augmentation de la synthèse de LXA4 serait reliée à une
stimulation de la 15-LO par les PGE2 (Levy et al., 2001).
Il a été démontré que les PGE2 étaient non seulement responsables (en partie)
de l’inflammation, mais jouaient un rôle important dans la résolution de
l’inflammation (Weissmann, 1993). En effet, nous avons déjà démontré que l’ajout de
petites quantités de PGE2 exogène renversait partiellement le shunt (synthèse de
LTB4). Levy et al. (2001) ont églarnent démontré que les PGE2 provoquaient un
changement dans la voie métabolique des LOs. En présence de PGE2, les PMN
synthétisent plus de LXA4 au détriment du LTB4. Sachant que le LXA4 possède des
propriétés anti-inflammatoires, nous pouvons donc affirmer une fois de plus que les
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PGE2 jouent un rôle crucial dans la résolution de l’inflammation. Nous retrouvons
sensiblement la même chose dans notre modèle expérimental. En effet, avec le NS
398 et la Licofelone, qui n’induisent pas le «shunt », il y a une diminution de la
synthèse de LXA4. Ceci serait dû au fait que ces molécules inhibent efficacement la
synthèse des PGE2. Le niveau des PGE2 étant au plus bas, ceux-ci ne peuvent plus
jouer leur rôle dans la résolution de l’inflammation, c’est-à-dire favoriser la synthèse
de LXA4. Ceci expliquerait donc la diminution du niveau de LXA4 comparativement
au contrôle. Un autre fait intéressant est que le < shunt» est en mesure de maintenir
stable la synthèse de LXA4. En effet, la production de ce médiateur est maintenue
avec le naproxen qui est le seul à induire le « shunt ». Deux explications seraient alors
possibles. La première explication, qui est peu probable, serait que le LTB4 pourrait
être impliqué dans la résolution de l’inflammation au même titre que les PGE2. La
deuxième explication viendrait du fait que le naproxen puisse activer la voie PPAR-y,
qui pourrait maintenir la synthèse de LXA4 malgré la diminution de synthèse des
PGE2. Il serait donc intéressant de voir si la co-incubation de naproxen et de NDGA
pourrait induire une diminution dans la synthèse de LXA4. Ceci nous permettrait de
voir si le « shunt» est en cause dans le maintien de la synthèse de LXA4. Il serait
également important de vérifier cette hypothèse à l’aide d’un autre AINS comme
l’indomethacin (inhibiteur des COXs) afin de voir si les résultats obtenus avec le
naproxen ne sont pas le fruit d’un effet particulier de ce dernier (activation de la voie
PPAR-y). L’indomethacin pourrait également être utilisé pour les expériences portant
sur la production de LTB4.
Des études récentes dans un autre modèle expérimental ont démontré que le
ratio LTB4/LXA4 pourrait jouer un rôle important dans l’inflammation (Boutet et aï.,
2003). Ce ratio LTB4/LXA4 pourrait effectivement nous en dire plus long sur les
effets physiologiques réels des molécules utilisées dans notre recherche. En ce sens,
si ce ratio est élevé, l’inflammation est favorisée. Dans le cas contraire, c’est un effet
anti-inflammatoire bénéfique qui est favorisé. Dans le même ordre d’idée, il peut
paraître un peu incompréhensible de développer une molécule comme la Licofelone
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qui inhibe la synthèse de LXA4 sachant que ce médiateur possède des effets anti-
inflammatoires. En effet, il a été démontré que la LXA4 pouvait inhiber la synthèse
d’IL-6, d’IL-8 et de MMP3 induite par I’IL-1f3 et qu’elle pouvait également
augmenter la synthèse des TIMP (Sodin-Semrl et al., 2000). Cependant, si nous
regardons le ratio LTB4/LXA4, nous voyons que celui-ci demeure au même niveau
que le contrôle et ce, tant dans des contitions stimulées que dans des conditions non-
stimulées. Ceci est dû à l’inhibition de la synthèse des LTB4 par la Licofelone. II en
est tout autrement avec le naproxen. En effet, le ratio LTB4/LXA4 est beaucoup plus
élevé que le contrôle dans des contidions stimulées ou non. Il serait alors possible de
croire qu’en absence d’inflammation, le naproxen induit le « shunt)) et augmente par
conséquent la synthèse de LTB4. Ceci aurait pour effet d’induire un processus
inflammatoire de façon chronique. Aussi, en présence d’une inflammation, le
naproxen pourrait diminuer la synthèse de LXA4 (et augmenter le ratio LTB4/LXA4),
ce qui aurait pour effet de favoriser d’avantage le processus inflammatoire et
d’accélérer les lésions au niveau du cartilage.
EFFET DU LTB4 SUR IL-l f3
Il a déjà été démontré que le LTB4 pouvait affecter la synthèse d’IL-lf3 dans
la MS (He et al., 2002; Rainsford et al., 1996; Kageyama et al., 1994). Il s’est alors
avéré intéressant de vérifier si le «shunt» induit par le naproxen pouvait moduler la
synthèse d’IL-lf3. Les résultats obtenus nous ont permis de constater qu’il était
possible d’avoir une augmentation de la synthèse d’IL-lf3 seulement en présence de
LPS et de naproxen simultanément. Les études précédentes ont démontré que le LTB4
pouvait induire la synthèse d’IL-lf3 (He et al., 2002; Kageyama et al., 1994).
Cependant, les concentrations de LTB4 utilisées dans les études précédentes étaient
élevées (iOE9 M et 108 M) faisant en sorte que d’autres voies de signalisation, aussi
présentes dans des conditions stimulées (avec le LPS), auraient pu être recrutées.
D’un autre côté, la production d’IL-1 f3 peut être régulée à différents niveaux
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transcriptionnel, post-transcriptionnel, la synthèse protéique et la maturation de la
protéine. Dans des conditions non-stimulées, le LTB4 seul ne peut moduler la
synthèse d’IL-1f3. Cependant, en présence de LPS, qui immite les conditions
inflammatoires et active différentes voies de signalisation, le LTB4 pourrait moduler
l’une de ces voies et augmenter la synthèse de l’IL-1f3. Il a déjà été démontré que le
LTB4 pouvait avoir des effets différents dans des conditions stimulées et non
stimulées. Faour et al. (2001), ont démontré que le PGE2 et le LTB4 pouvaient
atténuer l’inhibition du NS-398 exercée sur l’expression de la COX-2 (induite par
l’IL-113). Cependant, les PGE2 et le LTB4 n’avaient pas d’effet sur des fibroblastes
non-stimulés de la MS. Jiang et aï. (199$), ont suggéré que la voie de stimulation du
LPS pourrait supplenter la voie du PPAR-y dans les MS arthrosiques. D’une façon
globale, la principale différence entre le naproxen et la Licofelone réside dans la
capacité de cette dernière à inhiber la synthèse de LTB4. Ceci nous donne un bon
indice sur le fait que le LTB4 serait un cofacteur important dans la synthèse d’IL-1
dans la MS arthrosique. Ceci nous démontre par le fait même le rôle central du LTB4
dans l’arthrose. En effet, dès que la synthèse de celui-ci est induite, une réaction en
chaîne s’amorce. Le LTB4, de par son effet chimiotactique, recrute des PMN et des
macrophages qui vont accentuer les lésions au cartilage en produisant des cytokines,
des protéases et d’autres leucotriènes (LTB4) entre autre. Ce faisant, encore plus de
débris cartilagineux sont relâchés dans le liquide synovial, ce qui a pour effet
d’accentuer d’avantage l’inflammation de la M$. D’autre part, l’apport accru de
LTB4 par les cellules infiltrantes permet un recrutement plus important de ces cellules
et pourrait stimuler la synthèse de l’IL-l f3 qui, comme nous le savons, joue un rôle
primordial dans l’arthrose. Toutes ces réactions prennent alors l’allure d’une boucle
de rétroaction positive et nous entrons alors dans un cercle vicieux qui se perpétue
jusqu’à la destruction totale du cartilage (l’éburnation). Ceci nous démontre alors
l’importance de contrôler la synthèse du LTB4 lors de la pathologie afin de mieux
contrôler l’inflammation et de donner une chance au cartilage de se regénérer, ou du
moins, de se maintenir stable.
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CONCLUSION
Notre étude nous a permis de démontrer que le métabolisme de l’AA dans la
M$ arthrosique se faisait préférentiellement par la voie de synthèse des COXs.
Cependant, lorsque cette voie de synthèse est bloquée par un AINS tel que le
naproxen, nous assistons à une redirection dans l’utilisation de l’AA. En effet, avec le
« shunt », il y a une augmentation de la synthèse des LTB4 par la voie de la 5-LO. Ce
phénomène s’accompagne également d’une augmentation du ratio LTB4/LXA4, ce
qui a pour effet de favoriser l’inflammation et par conséquent, la destruction du
cartilage. L’augmentation de la synthèse des LTB4 est aussi à l’origine d’une
augmentation de la production d’IL-113. Sachant que cette cytokine joue un rôle
primordial dans l’arthrose, il n’en faut pas plus pour comprendre que cette
augmentation de synthèse pourrait avoir des effets catastrophiques pour la
dégradation du cartilage et pour l’intégrité et la fonctionnalité de l’articulation.
Dans notre étude nous avons également constaté que non seulement le
naproxen n’est pas en mesure d’inhiber la synthèse de LTB4, mais qu’il cause un
«shunt» des COXs vers la 5-10. Ceci fait en sorte que cette drogue n’est pas aussi
efficace que nous le voudrions à long terme. C’est bien d’inhiber la synthèse des
PGE2 impliquées dans l’inflammation, mais encore faut-il limiter la production de
LTB4 qui est impliqué dans le maintien et l’accentuation de l’inflammation. Le
naproxen est bien pour les douleurs inflammatoires de courtes durées, mais quand il
faut traiter une pathologie à long terme comme l’arthrose, il est préférable d’utiliser
une molécule (telle la Licofelone) plus efficace qui pourra limiter la production de
tout médiateur de l’inflammation. De leur côté, les inhibiteurs sélectifs de COX-2
possèdent l’avantage de ne pas causer de « shunt» comparativement au naproxen.
Ceci permet de mieux contrôler l’inflammation puisque nous ne stimulons pas la
synthèse de LTB4, ce qui n’est pas le cas du naproxen. L’autre avantage des
inhibiteurs sélectifs de COX-2 face au naproxen, est que ceux-ci n’inhibent pas
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l’activité de la COX-l. Nous savons que cette isoforme de la COX est essentielle
pour la protection de la muqueuse gastrique. Par conséquent, c’est l’inhibition de la
COX-1 qui est responsable du principal effet secondaire du naproxen, c’est-à-dire la
formation d’ulcères gastriques. Les inhibiteurs sélectifs de COX-2 ne présentent pas
se problème, car ils n’affectent pas la COX-l.
L’utilisation d’un inhibiteur mixte comme la Licofelone est préférable pour le
traitement de l’arthrose. En effet, bien que cette molécule puisse inhiber la COX-l, le
fait qu’elle puisse inhiber la synthèse de LTB4 vient diminuer grandement les troubles
gastro-intestinaux. En effet, le LTB4 est en partie responsable de la formation
d’ulcères gastriques via son effet chimiotactique. Nous ne règlons pas totalement le
problème à ce niveau, mais c’est beaucoup mieux comparativement au naproxen. Un
autre avantage majeur est qu’un inhibiteur mixte peut empêcher le « shunt ». Ceci
permet alors de limiter plus efficacement l’inflammation et de diminuer les lésions au
niveau du cartilage articulaire. Ceci est également un avantage face aux Coxibs, car
ceux-ci ne sont pas en mesure d’inhiber la synthèse de LTB4 bien qu’ils ne causent
pas de «shunt» concrètement. Par conséquent, la Licofelone réprésente une nouvelle
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